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RESUMO

Objetivo: Avaliar o resultado do tratamento com meropenem intravenoso de peritonite grave

em ratos com diferentes idades.

Meétodos: Trinta ratos Wistar estratificados em trés grupos: grupo | - seis meses de idade; grupo
Il - 12 meses de idade; e grupo Il - 18 meses de idade, submetidos a inducéo de peritonite
autégena com suspensao de fezes a 10% (6ml/kg de rato), foram tratados com meropenem
intravenoso na dose Unica de 40mg/Kg de rato. Os animais que sobreviveram foram
acompanhados por 45 dias. Os parametros das variaveis quantitativas foram expressos por suas
médias e pelo erro padrdo da média (EPM) e p < 0,05 foi usado para rejeitar a hipotese de
nulidade. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais. Resultados: A
mortalidade foi igual para os grupos I e 11 (10%). No grupo 111, 4 dos 10 animais morreram nas
primeiras 24 horas e mais 4 até 48 horas. De interesse, mesmo 0s ratos jovens que sobreviveram
apresentaram abscessos residuais nas cavidades abdominal e toracica, embora tenham evoluido
com vida quase normal. Com exce¢do de um rato do grupo I, todos 0s animais sobreviventes
dos trés grupos apresentaram hemocultura negativa. Conclusdes: O tratamento da peritonite
fecal autdgena grave com meropenem intravenoso alcangou bons resultados em ratos com seis
e doze meses de idade, mesmo considerando os abscessos residuais na cavidade abdominal e
torécica. No entanto, 8 dos 10 ratos idosos (80%) nao conseguiram superar o desafio infeccioso
inicial, provando que o envelhecimento € um fator de risco muito importante no prejuizo da
resposta imunoldgica. Assim, a sepse continua a ser uma situacdo desafiadora, especialmente

em idosos.

Descritores: Peritonite; Sepse; Envelhecimento; Carbapenémicos; Tratamento; Ratos



ABSTRACT

THERAPEUTICAL OUTCOME OF AGEING RATS WITH SEVERE AUTOGENOUSLY FECAL
PERITONITIS TREATED WITH INTRAVENOUS MEROPENEM

Purpose: To evaluate the treatment outcome of severe peritonitis treated with intravenous

meropenem in rats with increasing age.

Methods: Thirty Wistar rats stratified in three groups: group | — six month-old; group Il — 12
month-old; and group Il — 18 month-old, underwent autogenously fecal peritonitis (6 ml/kg
rat), were treated with intravenous meropenem at a single dose of 40 mg/kg of rat. The survival
animals were followed-up for 45 days. The parameters of the quantitative variables were
expressed as means and standard error of the mean (SEM) and p <0.05 was used to reject the
null hypothesis. The study was approved by the Ethics Committee on Animal Use. Results:
Mortality was similar for groups I and 11 (10%). In group 11, 4 of 10 animals died within the
first 24 hours and 4 more up to 48 hours. Of interest, even young rats that survived had residual
abscesses in both the abdominal and thoracic cavities, although they were living an almost
normal life. Except for one rat in group I, all surviving animals of the three groups showed a

negative blood culture.

Conclusions: The outcome of severe autogenously peritonitis in rats treated with intravenous
meropenem in rats was good in animal with ages of six and twelve months, even considering
the residual abscesses in the abdominal and chest cavities. However, 8 of 10 elderly rats (80%)
could not overcome the initial infectious challenge, proving that aging is an important risk
factor in the loss of immune response. Thus, sepsis continues to be a challenging situation,

especially in the elderly.

Keywords: Peritonitis; Sepsis; Aging; Carbapenems; Therapy; Rats



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura

Figura 6
Figura7

Figura 8
Figura 9

Figura 10

Quadro 1
Quadro 2
Figurall

Figura 12

Figura 13

Figura 14

LISTA DE ILUSTRACOES

Comparagdo entre 0s pesos dos animais no inicio do estudo
Diferenca entre as médias dos pesos dos animais no inicio do estudo
Evolucéo do peso dos animais durante o seguimento

Curva de sobrevida pelo método de Kaplan Meier

Varios abscessos residuais aderidos ao mesentério do intestino
delgado (grupo I)

Petéquias amareladas na superficie do figado (grupo I)

Petéquias amareladas na superficie do figado e abscesso residual no
pulmao direito (grupo I)

Multiplos abscessos residuais no bago (grupo I1)

Multiplos abscessos no pulmao esquerdo (grupo I1)

Abscessos residuais difusos no rim direito, alterando a coloragédo
habitual deste 6rgao

Escore de morbidade e mortalidade

Resultados das hemoculturas

Superficie do pulmdo esquerdo mostrando manchas hemorragicas
alaranjadas

Visdo aproximada do pulmao direito mostrando o 6rgao hemorragico
e com manchas alaranjadas

A - Grande abscesso retroperitoneal no quadrante abdominal inferior
esquerdo

B - Depois de abrir o abscesso houve drenagem de massa purulenta
necrotica

Varios abscessos observados na superficie dos pulmdes

17
17
18
18

19
19

20

20

20

21

21

22

23

23

24

24
24



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CD4 grupamento de diferenciagéo

CESED Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento
CEUA Comité de Etica em Uso de Animais

Cobea Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal

DHEAS sulfato de deidropiandrosterona

DNA acido desoxirribonucleico

FCM-CG Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande
IL-1 interleucina 1

IL-10 interleucina 10

IL-11 interleucina 11

IL-12 interleucina 12

IL-13 interleucina 13

IL-2 interleucina 2

IL-4 interleucina 4

IL-5 interleucina 5

IL-6 interleucina 6

IL-8 interleucina 8

LPS lipopolisssacarideos

NK natural killer

PCR proteina C reativa

SRIS sindrome da resposta inflamatoria sistémica
TNF- B fator de necrose tumoral beta
TNF- a fator de necrose tumoral alfa

UTI unidades de terapia intensiva



1. INTRODUCAO

1.1 Apresentacdo do problema
1.2 Justificativa da investigacao
1.3 Definicdo dos objetivos
1.3.1 Objetivo geral

1.3.2 Objetivos especificos

2. LITERATURA

2.1 Sepse

SUMARIO

2.2 Envelhecimento e resposta a infecgdo

2.3 Modelos experimentais de inducéo de sepse abdominal

2.4 Microbiologia e antibioticoterapia na sepse de foco abdominal

3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Local de estudo

3.2 Tipo de Estudo

3.3 Selecéo

3.3.1 Critérios de incluséo
3.3.2 Critérios de excluséo
3.4 Procedimentos

3.4.1 Procedimentos técnicos
3.4.2 Procedimentos analiticos
3.4.3 Procedimentos éticos
4. RESULTADOS

5. DISCUSSAO

6. CONCLUSAO
REFERENCIAS

ANEXOS

ANEXO A — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
ANEXO B — Trabalho publicado na Revista Acta Cirlrgica

ANEXO C — Trabalho apresentado no XIV Congresso Internacional Sobradpec 2014

01
01
01
02
02
02
03
03
06
08
10
13
13
13
13
13
13
14
14
16
16
17
25
26
27
44
44
45



e
L=
e

|

INTRODUCAO

Aascena GV

VIRTUS IMPAVID4
[ I A ]

UFPE

1.1 Apresentacéo do problema

Sepse é uma das principais causas de morte no mundo respondendo
por 1 a 2% das hospitalizacdes, 25% das interna¢Ges em unidades de terapia
sépticol?.

intensiva e evolui com taxas de mortalidade que atingem até 60% nos casos de choque

O avango da idade tem sido apontado como um dos principais determinantes da
evolugdo do quadro séptico.

Anormalidades no sistema

imune provocadas pelo
envelhecimento, a imunossenescéncia, estdo bem determinadas e sdo as principais responsaveis
pela ma evolucdo clinica nessa faixa etaria®*.

Historicamente o manejo das peritonites fecais inclue a administracdo sistémica de

reducéo de sua mortalidade®’.

antibidticos, a remocdo mecanica de contaminantes e a restauracdo da integridade
gastrointestinal, embora ndo exista ainda um tratamento padronizado com claro impacto na

Vérios modelos experimentais de inducdo de peritonite tém sido propostos com
diferentes estratégias de tratamento. A maioria dos estudos omite a idade cronoldgica dos

animais utilizados destacando apenas seus pesos (250 a 320g) o que aponta para a utilizagéo de
animais jovens em sua maioria®*2,

Carbapenémicos tém sido utilizados para o tratamento da sepse grave de foco
abdominal por apresentar boa cobertura antibidtica para os principais agentes etioldgicos desta

entidade. Embora seja descrita resisténcia de microrganismo em ambiente hospitalar o

meropenem é uma das melhoras escolhas empiricas para o tratamento da peritonite!3-°,
1.2 Justificativa da investigacdo

O estudo ¢ justificado por néo existirem trabalhos que avaliem as resposta ao uso de
meropenem em modelos experimentais com diferentes idades cronoldgicas. A maioria dos

estudos descreve claramente o peso dos animais estudados, mas ao omitirem a idade podem
estar criando um importante viés nos seus resultados.



e

4

e

UFPE

Resposta terapéutica de ratos de idades crescentes com peritonite fecal autdgena grave... Mascena GV

A idade, em ratos, influencia a imunidade inata alterando o nimero e a funcdo das

células de defesa e é provavel que 0 mesmo ocorra noutros roedores com uma esperada

influéncia na resposta ao tratamento da sepse.

1.3 Definicao de objetivos

1.3.1.Objetivo geral

Investigar a morbi-mortalidade de ratos com peritonite fecal autdgena tratados com

meropenem intravenoso em diferentes grupos etarios.

1.3.2.Objetivos especificos

Induzir peritonite fecal autdgena em ratos Wistar em trés diferentes faixas etarias;
Avaliar o curso clinico da infeccdo nos trés grupos ao longo de um periodo de
observacao de 45 dias;

Avaliar a presenca de bacteremia ao final da investigacdo através de hemoculturas;
Descrever os achados da necropsia através de inventario da cavidade abdominal e
toracica;

Verificar a morbimortalidade nos trés grupos aplicando um escore ja validado.
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2.1 Sepse
[ A
U FPE A sepse é uma das mais antigas sindromes da historia da medicina.

Hipocrates afirmava que este era um processo em que “a carne apodrecia,
fluidos gasosos eram produzidos e as feridas inflamavam”. Com a devida comprovagdo da
“teoria do germe” de Pasteur a sepse passou a ser compreendida como uma invasdo sistémica
e consequente difusdo dos microrganismos pela corrente sanguinea. No entanto, nem tudo pode
ser explicado dessa forma ja que alguns pacientes podem falecer mesmo tendo erradicado o
patdgeno promotor da infec¢do. Ao que parece € o hospedeiro, e ndo o patdgeno, o principal
determinante do processo séptico'®-18,

A sepse é definida como infec¢do comprovada ou suspeitada associada a uma sindrome
de resposta inflamatoria sisttmica composta por febre, taquicardia, taquipneia, leucocitose,
dentre outros'®. Sepse grave, por sua vez, € caracterizada pela presenca de disfungdo dos
variados 6rgdos e o choque séptico é reconhecido na sepse com hipotensdo (pressao arterial
sistélica < 90 mmHg ou pressdo arterial média < 70 mmHg) apesar da adequada reposicao
volémica®®20-22,

A incidéncia de sepse é crescente e, nos Estados Unidos, representa 10% de todas as
admissOes em unidades de terapia intensiva (UTI) alcangando 750.000 casos por ano com taxas
de mortalidade que variam de 30% a 70%%?%. No mundo inteiro sdo escarsos 0s niimeros que
refletem a incidéncia de sepse. Extrapolando-se a incidéncia americana para 0 mundo, estima-
se em 19 milhdes de casos por ano o que, provavelmente, esta subestimado®2242°,

Dentre as principais causas de sepse destaca-se a pneumonia, que responde por metade
de todos os casos, seguida por infecgBes intrabdominais e urinarias?. Staphylococcus aureus e
Streptococcus pneumoniae sdo as bactérias Gram positivas mais comumente isoladas, enquanto
Escherichia coli, espécies de Klebsiella e Pseudomonas aeruginosa predominam entre as Gram
negativas. Da década de 70 para os dias atuais as infeccbes por patdgenos gram positivos
superaram em incidéncia as infecgdes por Gram negativo?26-2°,

A fisiopatologia da sepse é explicada pela interacdo entre o microorganismo e as
respostas inapropriadas de natureza imune, inflamatéria e da coagulacdo do paciente®*3!. A

sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SRIS) € classicamente descrita na sepse e pode
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ser detectada quando estéo presentes dois dentre os seguintes critérios: (1) temperatura corporal
maior que 38°C ou menor que 36°C, (2) frequéncia cardiaca acima de 90 batimentos por
minutos, (3) frequéncia respiratoria acima de 20 incursGes por minutos ou pressao parcial de
CO2 menor que 32 mmHg ou necessidade de ventilagdo mecénica e (4) contagem de leucocitos
acima de 12.000/ml ou abaixo de 4.000/ml ou mais de 10% de formas imaturas®®. A SRIS é
descrita como um estado hiperinflamatorio representado por elevados niveis de mediadores pro-
inflamatdrios com o desenvolvimento de uma sindrome de disfungdo multiorganica®®. O
elemento central nos eventos fisiopatoldgicos da sepse é a inadequagdo da resposta do corpo
humano a intensidade do estimulo patogénico o que, em Ultima instancia, leva a uma disfuncédo
do varios orgdos. Esta inadequacdo resulta em transtornos que variam de um perfil pro-
inflamatdrio a um cenario anti-inflamatorio associado geralmente a uma coagulacdo anormal,
disfuncdo na microcirculagdo e consequente lesdo e morte celular3>=3°.

Inicialmente os patdgenos ativam as células dos sistema imune através de receptores de
cinco classes principais diferenciadas com base nas suas caracteristicas estruturais: receptores
toll-like, receptores de lecitina do tipo C, receptores NOD-like, receptores de helicase RIG-like
e receptores de varredura®’. Esses receptores, presentes nas células fagocitarias, reconhecem as
estruturas presentes nos diversos microrganismos, levam a um aumento da transcri¢do de genes
inflamatdrios e ativam a imunidade inata. Uma vez ativados os receptores, observa-se uma
alteracdo do comportamento da célula que sai de seu estado latente e entra num estado ativado.
Os macrofagos e neutrdfilos ativados séo capazes de fagocitar particulas que se combinam com
seus receptores e ainda promovem a liberagdo de citocinas e quimiocinas que amplificam a
resposta imune. Ressalte-se que polimorfismos nesses receptores podem ter implicacao decisiva
na evolugéo para sepse grave e choque séptico®-°,

Buscando auxiliar a resposta imune o sistema complemento é ativado. Ele é composto
por um grupo de cerca de 35 a 40 proteinas e glicoproteinas presentes no plasma e nas
superficies das células que sdo ativadas em série depois da ligacdo de determinados
polissacarideos microbianos. A ativacdo do complemento resulta na ligacdo de seus
componentes a superficie da célula bacteriana que pode facilitar sua captagédo pelos fagocitos.
Outro caracteristica igualmente importante € que fragmentos do complemento podem atuar
como fatores quimiotaticos de maneira a dirigir os fagdcitos ao microrganismo invasor,
processo conhecido como opsonizagao*®4L,

Apos essa fase de reconhecimento vao se suceder varios eventos de ativagdo celular e
producéo de citocinas cujo resultado sera a propria sindrome de resposta inflamatdria sistémica.

Serdo produzidas inimeras citocinas pro-inflamatorias, tais como a interleucina 1 (1L-1), 2 (IL-
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2), 6 (IL-6), 8 (IL-8), 12 (IL-12), TNF-a e TNF-, evento determinante no desenvolvimento da
sepse. Por outro lado algumas citocinas anti-inflamatérias como 4 (1L-4), 5 (IL-5), 10 (IL-10),
11 (IL-11) e 13 (1L-13), também sdo produzidas o que possibilita o desenvolvimento de anergia
e alentecimento da resposta aos agentes etioldgicos, contexto de imunossupressdo conhecido
como sindrome da resposta anti-inflamatdria compensatéria. E o balango entre a producéo
desses mediadores que determinara a evolugéo dos quadros de sepse*?4,

Algumas proteinas plasmaticas descritas coletivamente como proteinas de fase aguda
aumentam dramaticamente suas concentracfes em resposta aos mediadores de alarme iniciais.
Esse grupo inclui a proteina C reativa (PCR), a lecitina de ligacdo de manose, 0 componente P
amiloide sérico e a propria IL-1 derivada dos macrdfagos que € liberada quando héa infeccdo ou
lesdo dos tecidos. Todas essas proteinas atuam como moléculas sollveis de reconhecimento e
conseguem ligar-se diretamente aos agentes infecciosos atuando como opsoninas. A dosagem
de alguns desses reagentes pode ser Gtil para orientar o tratamento e determinar o prognostico
em quadros de sepse®.

Importantes alteracdes na coagulacdo podem ser observadas nos quadros de sepse. A
deposicéo de fibrina é impulsionada pela coagulacdo através do fator tecidual, por mecanimos
anticoagulantes prejudicados (proteina C, proteina S e antitrombina Il11) e pela depressédo do
sistema fibrinolitico®. Esse cenario pode culminar com o quadro de coagulagio intravascular
disseminada caracterizada por ativacdo intravascular da coagulacao, formacao e deposicdo da
fibrina na microvasculatura, consumo de plaquetas e alteracdes na fibrindlise. A consequéncia
da hemostasia alterada é a obstrucdo dos vasos e reducdo do fluxo de sangue em inimeros
6rgaos*e9,

A incidéncia e a gravidade da sepse aumentam diretamente com a idade. A média de
idade dos pacientes com sepse grave esta entre 60 e 65 anos na maioria dos estudos sendo 13
vezes mais comum nos paciente acima de 65 anos de idade®. Estudos epidemioldgicos da
década de 90 mostraram um aumento da incidéncia de sepse grave em jovens, especialmente
ao redor dos 30 anos de idade, que foi atribuido a epidemia do virus da imunodeficiéncia
humana e suas condigGes associadas?. Com o controle da epidemia na maioria do paises essa
tendéncia foi revertida. Microrganismos gram negativos sao mais frequentes em pacientes
idosos. Escherichia coli tem sido apontada como a etiologia mais comum de sepse nessa faixa
etaria enquanto que Staphylococcus aureus foi a etiologia mais comum em jovens com
bacteremia adquirida na comunidade. A fonte de infeccdo também € distinta no idoso sendo
mais comum a infec¢do do trato urindrio como causa da sepse. Evidéncias apontam que a

qualidade de vida é reduzida substancialmente naqueles que sobrevivem a um episodio®®°L,
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Alguns estudos apontam para uma maior incidéncia de sepse em negros, sugerindo uma
possivel predisposicdo genética determinada por certos polimorfismos. Por outro lado, uma
maior percentagem de negros vivendo na pobreza pode explicar parcialmente esse achado®>°,

Homens sd@o mais propensos a desenvolver sepse quando comparados com as
mulheres?®. N&o esté claro se essa diferenca se deve a maior prevaléncia de comorbidades no
homem ou se as mulheres sdo protegidas quanto as alteracdes inflamatdrias da sepse grave. A
auséncia de associacdo entre sepse grave € menopausa hdo apoia a hipoOtese de que tais
diferencas estariam relacionadas aos hormonios sexuais. A fonte de infeccdo também é distinta
nos sexos: em homens predominam as infeccGes do trato respiratério e nas mulheres as
infeccbes do trato urindrio. A mortalidade, por sua vez, ndo parece ser diferente entre os

5ex053290:52

2.2 Envelhecimento e resposta a infeccéo

O envelhecimento se caracteriza pela perda progressiva das funcgdes organicas que
inexoravelmente acompanha o avanco da idade de quase todos os seres vivos. Uma teoria que
explica esse processo postula que a senescéncia limita o tamanho das populages e acelera o
aparecimento de novas geragfes com vistas a promover uma melhor adaptacdo a um meio
ambiente sempre em constantes mudancas®®. Outros autores defendem a “pleiotropia
antagdnica” onde genes pleiotropicos com bons efeitos nas primeira fase da vida poderiam ser
favorecidos pela selecdo, mesmo se esses genes apresentarem efeitos deletérios nas idades mais
avancadas®. A alocacdo dos recursos metabdlicos para a manutengdo da vida prioriza o
dispéndio energético para as primeiras fases da vida envolvidas com a reproducéo das especies,
fazendo com que as idades mais avangadas sofram, por vezes, com um desequilibrio de recursos
energéticos para promover, por exemplo, o reparo do DNA>>%,

O sistema imune é regulado por varios horménios como o horménio do crescimento, 0s
esteroides adrenais e os hormonios sexuais®’. Em grande parte, a imunossenescéncia é reflexo
das profundas modifica¢6es do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal que se processa com o0 avango
da idade. Em idosos, observa-se uma reducdo de até 90% nos niveis de sulfato de
deidroepiandrosterona (DHEAS), sabidamente um estimulante do sistema imunoldgico. Os
niveis de cortisol, um reconhecido imunossupressor, mantém-se elevados nessa faixa etaria®®-
60.

O envelhecimento € acompanhado por um status de inflamacao crénica de baixo grau,

o chamado inflamm-aging, onde se verifica um aumento constante da resposta inflamatoria
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basal, representada por niveis séricos aumentados de proteina C reativa (PCR), interleucina 6
(IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (FNT-a)>*51, Este parece ser um evento que ocorre
universalmente e predispde o idoso a desenvolver uma aterosclerose mais acentuada com seus
previsiveis desdobramentos. Essa inflamacédo crénica pode também predispor ao aparecimento
da resisténcia a insulina nos musculos e tecidos adiposos bem como comprometer a homeostase
celular®?8,

A imunossenescéncia se associa a um progressivo declinio da resposta imunolégica
inata e adaptativa com consequente aumento da suscetibilidade a infecgdes, doencas
autoimunes e cancer. Diferentes tipos celulares sdo acometidos tanto na medula 6ssea, no timo
como no sangue periférico. O sistema inato, que consiste principalmente dos fagocitos
(neutrdéfilos, macrofagos e células dendriticas), dos mastocitos, eosinofilos e das células natural
killer (NK), sofre menos que o sistema adaptativo, representado pelos linfocitos B e T67:6%-73,

Os neutréfilos, defesa imune primaria contra infecgdes, embora ndo apresentem
diminuicdo em seu numero com o avancar da idade, apresentam uma diminuicdo de sua
capacidade quimiotatica e promovem uma lesdo tecidual maior, reflexo da liberacdo de suas
enzimas proteoliticas’*®. Outros fatores alterados com a idade sdo a produgio de espécies
reativas do oxigénio e nitrogénio e a sua capacidade fagocitica. Curiosamente o nimero de
células NK aumenta com a idade, embora a citotoxicidade e a producdo de citocinas e
guimiocinas como a interleucina 8 (IL-8), esteja reduzida. Isto pode ser explicado pela queda
de zinco encontrada nos idosos ja que a sua suplementacdo pode melhorar as fungdes dessas
células. Outras funcbes das células NK, como a secrecdo de quimiocinas ou interferon-gama
(IFy) em resposta a interleucina 2 (IL-2) também estdo diminuidas nos idosos. As celulas
dendriticas, os principais apresentadores de antigenos do sistema imune, também tem sua
funcédo diminuida com o envelhecimento’ "0,

A resposta imune adaptativa, constituida pelos linfocitos B, T e a producéo de anticorpos
também exibe um declinio consideravel no envelhecimento. Isto explica a capacidade
diminuida dos idosos de responder a vacinagdo. Os linfécitos B apresentam-se em menor
numero e com modifica¢fes no repertorio de receptores de superficie e vazdo dos precursores
na medula déssea. Além disso, alteraces no processo de diferenciacdo dos linfocitos B em
plasmdcitos geram uma menor diversidade®82, A producdo de anticorpos contra novos
antigenos fica reduzida, embora a imunidade humoral contra antigenos de memoria permaneca
praticamente intacta. O nimero de linfécitos T permanece constante durante o envelhecimento
embora sua funcionalidade esteja comprometida. Nas células T CD4* observa-se reduzida

ativacdo, diferenciacdo e expansdo apos estimulo, além de comprometida sua funcao de auxilio
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as células B defeituosas. As células T CD8" por sua vez exibem resposta reduzida a novos
estimulos, declinio na diversidade de repertorio, geracdo de memoria defeituosa e reducédo de

sua resposta citotoxica com o envelhecimento®3-88,

2.3 Modelos experimentais de inducdo de sepse abdominal

Diferentes modelos animais para desenvolvimento de sepse tém sido desenvolvidos com
0 objetivo de simular as alteracBes fisiopatoldgicas encontradas em pacientes sépticos. Os
modelos experimentais mais comumente utilizados apresentam duas estratégias basicas : (1) a
injecdo direta na cavidade abdominal de bactérias ou componentes microbianos como 0s
lipopolisssacarideos (LPS) ou (2) originar um foco séptico pela injecdo ou liberacdo de fezes
na cavidade peritoneal®®11128  Diferentes espécies animais tém sido utilizadas com esse
propdsito incluindo ratos, camundongos, coelhos, cachorros, porcos, ovelhas e primatas nao
humanos®.

A administragdo sisttmica de uma endotoxina como modelo de sepse se baseia no
conceito de que as caracteristicas clinicas apresentadas por um paciente séptico decorrem da
resposta imune e inflamatoria a determinados elementos bacterianos. A endotoxina, como
comumente o LPS é reconhecido, é parte da estrutura externa de bactérias gram negativas. A
infusdo endovenosa de LPS ou a sua instilagcdo na cavidade abdominal causa os sintomas tipicos
de sepse como taquicardia, febre e leucocitose®. Niveis detectaveis de LPS séo identificados
em mais de 75% com sepse nas UTI®2. A hipotese de que as endotoxinas tém um papel
importante na sepse é apoiada por muitos estudos que demonstram que a administracdo de
antibioticos pode levar a uma liberagdo subita e macica de endotoxinas de bactérias mortas com
piora hemodinamica significativa®-%'.

A elevacdo de determinadas citocinas no modelo animal apresenta-se distinta e, assim
sendo, a administracdo de endotoxina em animais de experimentacdo pode n&o refletir
acuradamente a sepse em humanos®. Talvez por isso o bloqueio da endotoxina na sepse de
humanos como intervencéo terapéutica tenha falhado em mostrar beneficio®. Além disso, a
endotoxina ndo esta presente em bactérias gram positivas, embora a mortalidade por infeccdes
promovidas por esses agentes seja semelhante as bactérias gram negativas®*.

A administracdo endovenosa de bactérias pode também ser bastante atil como modelo
de inducgdo de sepse ja a que a bacteremia tem um importante papel na evolucdo da doenca.
Observa-se que as hemoculturas apresentam maior positividade quanto maior for a gravidade

do quadro clinico variando de 17% na sepse, 25% na sepse grave e 67% no choque séptico®.
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As respostas apresentadas variam a depender da dose utilizada (nimero de unidades formadoras
de coldnia). Pode-se observar aumento do débito cardiaco, taquicardia, febre e taquipneia até
mesmo instalagdo de choque, insuficiéncia respiratoria e morte'®-1%, Uma vez que os pacientes
ndo sdo submetidos a bacteremias extremas no curso da sepse, e sim a uma exposi¢do
intermitente e persistente, varios autores questionam a validade desse modelo®+1%,

A sepse de foco abdominal é melhor induzida pela inoculacdo de material fecal ou de
uma cultura de bactérias dentro da propria cavidade ou da perfuracéo do intestino®. A ligadura
e puncdo do ceco foi inicialmente descrita em 1979 e atualmente é utilizada com pequenas
modificagtes!®1%7, Com o animal anestesiado (geralmente ratos ou camundongos) é feita uma
laparotomia e o0 ceco € cuidadosamente isolado. Faz-se a ligadura cecal logo abaixo da valvula
ileocecal e entdo punciona-se o ceco com uma agulha. A cavidade é fechada e de 10 a 16 horas
depois j& podem ser vistas manifestacOes de sepse. Esse modelo tem sido intensamente utilizado
por ser um método de grande versatilidade permitindo a graduacéo da gravidade da infeccdo
mediante o numero e tamanho das puncdes realizadas. Além disso, a ligadura do ceco prové
uma fonte de tecido necrotico que é frequentemente observado na sepse clinica. A despeito de
sua relevancia e de seu uso difundido uma das maiores limitacbes desse método é sua
consisténcia e reprodutibilidade. Varias versfes da técnica original sdo aplicadas o que, por
vezes, impossibilita a comparag&o entre os diversos estudos!>108.109,

A inoculacdo de material fecal dentro da cavidade abdominal como modelo de inducao
de peritonite e sepse se iniciou na década de 70 quando pesquisadores tentavam separar 0S
fatores associados com o desenvolvimento da peritonite daqueles associados a formagéo do
abscesso!®110111 Esse modelo permite também a graduacéo da gravidade da infecgdo através
da inoculacdo de cargas distintas de fezes, porém, a instalacdo subita do material fecal na
cavidade abdominal e a auséncia de material necrético também distanciam esse modelo da
fisiopatologia encontrada da peritonite!2113,

Nenhum modelo experimental para desenvolvimento de sepse isoladamente pode
prover uma evidéncia definitiva da eficacia de um determinado agente terapéutico. A doenca
humana € bastante heterogénea e as condi¢fes experimentais controladas se distanciam desse
cenario. A escolha do modelo a ser adotado esta na dependéncia dos aspectos e objetivos a

serem estudados!®.

2.4 Microbiologia e antibioticoterapia na sepse de foco abdominal
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O conceito hoje bem estabelecido de que o intestino € um potencial reservatorio para
infecgBes sistémicas remonta a década de 404, Posteriormente o mecanismo de translocagdo
bacteriana foi proposto para explicar quadros de sepse em pacientes com faléncia de multiplos
6rgdos onde ocorre uma deterioracdo da barreira intestinal!®,

As infeccbes abdominais difusas, denominadas de peritonite, podem ser classificadas
em primarias, secundarias e terciarias. A peritonite primaria, também chamada de espontéanea,
¢ uma infeccdo geralmente monomicrobiana, ocorre por contaminacdo via hematogénica,
linfatica ou transmural (translocacdo bacteriana) e ndo se associa a perda da integridade fisica
do trato gastrointestinal''®. Na forma secundaria, mais comum, ha uma quebra da barreira
mucosa por um envolvimento intra-abdominal préprio (apendicite, diverticulite, colecistite, etc)
ou decorrente de procedimentos cirdrgicos e traumatismos abdominais'’. A peritonite terciaria
é uma entidade pobremente definida e é reconhecida como um processo infeccioso do abdome
em que a deficiéncia dos mecanismos de defesa do abdome e a falta de controle do processo
infeccioso determinam a peritonite difusa persistente mesmo apds um tratamento
adequado!'&11°,

Abscessos intra-abdominais podem se desenvolver apos a instalacdo de uma peritonite
secundaria. Eles servem para limitar a difusdo do processo infeccioso e sdo o resultado do
combate do hospedeiro em resposta a peritonite representando uma evolugdo temporal da
infeccdo mais do que um processo patologico distinto. Os abscessos representam a
superioridade dos mecanismos de defesa enquanto que infec¢Ges difusas, pobremente
localizadas, tipicas da peritonite terciaria, sinalizam a faléncia dessa disputa’.

A etiologia microbiana das infecc¢Bes intra-abdominais esta na dependéncia do nivel de
rompimento do peritdnio e dos 6rgdo acometidos. A flora gastro-intestinal é a principal fonte
dessas infeccdes. A porgdo superior (estbmago, duodeno, jejuno e ileo superior) contém
relativamente poucos microrganismos (10% a 10* organismos por grama de tecido) e a presenca
de bactérias anaerObias € menor. A maioria é composta de cocos gram positivos,
particularmente estreptococos, e lactobacilos. Sdo considerados uma flora de transicdo da
cavidade oral e ndo verdadeiros colonizadores do trato gastrointestinal superior?®2, No
intestino delgado mais distal os cocos gram positivos ainda se apresentam, mas bacilos
anerobicos gram negativos comegam a ser observados. No ileo distal as bactérias ja contam 108
organismos por grama de tecido chegando a 10 no célon. Nesta regido os microrganismos
anaerobicos predominam até 1000 vezes mais do que os aerdbicos!?2123,

A maioria das infec¢fes intra-abdominais resultam de perfuracGes do trato gastro-

intestinal. Escherichia coli é o microrganismo mais comumente isolado de pacientes em mais



e

4

& :

UFPE Resposta terapéutica de ratos de idades crescentes com peritonite fecal autdgena grave... Mascena GV

e

de 50% dos casos'?*. Muitos outros bacilos entéricos gram negativos sio detectados, incluindo
especies de Klebsiella e Enterobacter. Bacilos gram negativos nédo coliformes, particularmente
Pseudomonas aeruginosa, podem também ser isoladas nessas infeccdes?®.

Cocos gram positivos séo frequentemente encontrados em infec¢des intra-abdominais
sendo a maioria estreptococos do tipo viridans. Espécies de Enterococcus sdo isolados menos
frequentemente em 10 a 20% dos pacientes*?®. A maioria das cepas de enterococos isoladas em
infeccdes intra-abdominais adquiridas na comunidade sdo Enterococcus faecalis sensiveis a
penicilinal®.

Microrganismos anaerdbicos sdo importantes componentes da maioria das infec¢des
intra-abdominais embora ndo sejam isolados devidos as técnicas laboratoriais aplicadas pois
seu isolamento exige métodos de colheita, de transporte e de cultivo dos espécimes apropriados.
O mais prevalente é o Bacteroides fragilis, presente em até 50% dessas infeccoes'*. A presenca
de bactérias anaerdbias é a principal causa da formacdo de abscessos na maioria dos sitios
anatdmicos. A explicacdo bioldgica € que a capsula polissacaridica, que tem sido bem estudada
em B. fragilis, pode ser abscessogénica'?’.

InfeccBes hospitalares apresentam um microbiologia distinta. A propria flora
gastrointestinal normal € alterada no ambiente hospitalar. Quando comparada com as infeccGes
comunitarias, as infecc¢des intra-abdominais hospitalares apresentam uma frequéncia maior de
bactérias gram negativas, com E. coli menos comumente isolada e Enterobacter e Pseudomonas
mais frequentente encontradas. Observa-se ainda reducdo da frequéncia de isolamento de
estreptococos, aumento dos Enterococcus e dos fungos, sendo predominantemente Candida
albicans??8129,

O tratamento da peritonite inclue o restabelecimento da integridade gastrointestinal, a
remocdo mecanica dos contaminantes e a antibioticoterapia. Esta Gltima é uma peca
fundamental neste contexto, especialmente quando o foco exato ndo estd muito bem definido.
O principio geral que norteia a escolha o antibiotico é que ele seja efetivo contra os bacilos
gram negativos aerobicos, cocos gram positivos aerébicos e 0s microrganismos anaerébicos
mais comumente encontrados nesse cenario®*3,

Inimeras sdo as estratégias antibidticas para o tratamento das infeccdes intra-
abdominais. Existem propostas para uso de uma droga Gnica como carbapenémicos (doripenem,
imipenem, ertapenem e meropenem), fluoroquinolonas (moxifloxacino) ou wuso de
betalactdmicos com inibidor de beta-lactamase (ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactam
e ticarcilina/acido clavulanico). Outros esquemas prevéem a combinacédo de dois agentes como

cefalosporina de terceira geracdo associado com metronidazol, aztreonam com clindamicina,
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fluoroquinolonas associadas com metronizadol ou aminoglicosideos com metronidazol ou
clindamicina'®. Varios fatores influenciam a escolha do esquema antibiotico como eficacia,
toxicidade e custo, embora o mais determinante seja a eficacia. Apesar dos inimeros estudos
comparativos, ndo existe evidéncia clara da superioridade de um esquema sobre o outro!3-132,

A resisténcia bacteriana se da por diferentes mecanismos como presenca de enzimas que
inativam a droga, mutacao no alvo do agente antimicrobiano, modificacdes pds transcricionais
do alvo do agente antimicrobiano, reducéo da permeabilidade a este agente, dentre outros!341%,
Estudos retrospectivos tém identificado a resisténcia bacteriana como um fator de risco para a
faléncia ao tratamento e mortalidade em pacientes com infecgbes intra-abdominais. O uso
excessivo de antibioticos, incluindo os de amplo espectro, tem levado a selecéo de linhagens de
microrganismos cada vez mais resistentes’.

Com o surgimento dos carbapenémicos como escolha terapéutica empirica no
tratamento de infeccBes graves por P. aeruginosa e espécies de Acinetobacter, o uso desta
classe tem sido ameagado pelo aumento da incidéncia de B-lactamases que podem hidrolisar
esta classe antimicrobiana gerando resisténcia. Existem evidéncias de uma relacao direta entre
0 uso desses antibioticos e 0 aparecimento de enterobactérias resistentes, embora essa ainda

seja uma das melhores e mais seguras opcdes para a sepse de foco abdominal®36:137,
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CASUISTICA E METODOS

VIRTUS IMPAVID4
[ I A ]

UFPE

3.1 Local de estudo

Nulcleo de Investigagdo Experimental e Biotério da Faculdade de
3.2 Tipo de estudo

Ciéncias Médicas de Campina Grande (FCM-CG).

Prospectivo, longitudinal, analitico e de intervencéao.

3.3 Selecéo

3.3.1 Critérios de inclusao

em trés grupos:

Foram incluidos 30 ratos machos adultos Wistar (Rattus Novergicus, Rodentia
Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande (FCM-CG). Os animais foram divididos

Mammalia), sem qualquer doenca ou agravo provenientes da colénia de criacdo do biotério da

Grupo 1 - ratos jovens saudaveis com 6 meses de idade, pesando entre 355 e
488 gramas;

Grupo 2 — ratos maduros higidos com 12 meses de idade, com pesos entre 365
e 533 gramas; e

Grupo 3 — ratos maduros com idade 18 meses e pesos entre 390 gramas e 630
gramas.

3.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos os animais que no momento da inducdo da peritonite por meio da
injecdo de solucdo fecal apresentassem sinal de qualquer fluido organico no aspirado da

cavidade peritoneal. Tambem seriam excluidos os animais que desenvolvessem desnutricao ou

que tivessem nas fezes qualquer sinal de processo inflamatorio, incluindo pus ou sangue.
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3.4 Procedimentos
3.4.1 Procedimentos Técnicos

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno com dimenséo de 430x430x200
mm (CxLxA) num ambiente com temperatura de 23 + 1°C, em ciclo de luz/escuridéo (12 h) e
tiveram livre acesso a alimentacdo e 4gua ad libitum. Um rato foi excluido por ter apresentado
malformacdo dentéria e desenvolvido desnutricdo. Ele foi trocado por outro rato da mesma
ninhada.

Os ratos formam divididos em trés grupos estratificados segundo a idade cronoldgica:
grupo | — 6 meses, grupo Il - 12 meses e grupo I11 — 18 meses. No primeiro dia do seguimento
(D1) foi induzida a peritonite por inoculacédo intraperitoneal de uma suspensdo fecal autégena
a 10%. Dois gramas de fezes foram coletadas de cada rato individualmente e dissolvido em
20mL de solucéo salina a 0,9%. A mistura era homogeneizada e filtrada com uma gaze para
remocdo das grandes particulas a fim de permitir sua livre passagem pela agulha. Foi entdo
injetada 6mL/Kg da suspensdo na cavidade intraperitoneal, no quadrante iliaco esquerdo,
usando uma agulha de 30 x 1,2 mm.

No oitavo dia (D8) foi administrado meropenem endovenoso em dose Unica de
40mg/Kg. Este protocolo foi realizado nos grupos I e Il, porém no grupo Ill, dada sua alta
mortalidade nos primeiros dois dias, a medicacdo foi administrada 24 horas ap0s a indu¢édo da
peritonite. Neste terceiro grupo apenas seis ratos sobreviveram as primeiras 24 horas e, ap6s 72
horas, apenas dois continuavam vivos tendo recebido mais duas doses de meropenem.

Diariamente os animais eram observados por uma médica veterinaria e submetidos a
avaliacdo do peso corporal, temperatura, frequéncia respiratoria e dos pelos com o objetivo de
detectar sinais de infeccéo grave.

Os animais que sobreviviam até o 45° dia apds a inducdo da peritonite foram
eutanasiados com a administracdo de cloridrato de Ketamina (50mg/kg) e Xilazina (10mg/kg).

Na sequéncia, foi realizada incisdo da linha média abdominal e acesso & cavidade
peritoneal. Realizada a inspecdo da cavidade para identificar abscessos, aderéncias e outros
sinais macroscépicos de infeccdo como pus em cavidade peritoneal. Foi realizada punc¢éo da
aorta abdominal com agulha 30 x 1,2 mm e aspirado 2 mL de sangue. Do aspirado 1 mL foi
desprezado e 1 mL injetado na solucdo de hemocultura (Hemocult | Pediatrico, Laborclin). Por

fim, a cavidade toracica foi acessada por meio de incis@o na linha media do térax e no 0sso
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esterno. Realizada a documentacdo fotografica de todos os achados. Os animais que morreram
antes do seguimento previsto também eram submetidos ao mesmo procedimento.
Para estratificacdo da morbidade e mortalidade foi usado um protocolo ja validado

previamente.

Escore Estratificacdo da morbidade e mortalidade dos animais
0 animais que morreram de choque séptico nas primeiras 24 horas apds inducdo da peritonite
fecal.
1 animais que morreram entre 24 e 48 horas ap6s a inducédo da peritonite.
2 animais que morreram entre 48 horas e oito dias ap06s a indugdo da peritonite, com sinais

clinicos ébvios de infeccdo grave.

3 animais que morreram entre o 8° e 0 45° dia apds a inducdo da peritonite, com sinais clinicos

6bvios de infeccéo grave.

4 animais que sobreviveram até o 45° dia, mas ainda apresentam hemocultura positiva, com
sinais clinicos moderados de infeccdo e, ap0s a eutanasia, apresentam abscessos dentro das

cavidades toracica e abdominal.

5 animais que sobreviveram até o 45° dia apds a indugdo da peritonite e ainda apresentam
hemocultura positiva, sem sinais clinicos de infeccdo, mas, apds a eutanasia, exibem

abscessos dentro das cavidades toracica e abdominal.

6 animais que sobreviveram até o 45° dia ap6s a inducdo da peritonite fecal e ainda tém
hemocultura positiva, sem sinais clinicos de infeccdo, e apds a eutanasia abscessos sdo

observados apenas na cavidade abdominal.

7 animais que sobreviveram até o 45° dia ap6s a inducdo da peritonite fecal, mas com
hemocultura negativa. Ndo apresentam sinais clinicos de infecgdo e, apds a eutanasia,

abscessos sdo observados dentro das cavidades abdominal e toracica.

8 animais que sobreviveram até o 45° dia ap6s a inducdo da peritonite fecal, apresentam
hemocultura negativa, e apds a eutanasia abscessos sdo observados apenas na cavidade
abdominal.

9 animais que sobreviveram até o 45° dia ap6s a inducgdo da peritonite fecal, apresentam
hemocultura negativa, e apds a eutanasia apenas um Unico e pequeno abscesso é observado
na cavidade abdominal.

10 animais que sobreviveram até o 45° dia ap6s a inducdo da peritonite fecal, apresentam

hemocultura negativa, e apds a eutanasia nenhum abscesso cavitario é observado.
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3.4.2 Procedimentos analiticos

As variaveis quantitativas foram expressas por suas médias e erro padrdo da média. As
variaveis qualitativas foram expressas por suas freqiiéncias absolutas e relativas.

Foi utilizado o teste de Mann Whitney para avaliar possivel diferenca entre as médias
dos escores de morbi-mortalidade.

Para a comparacao entre as médias dos pesos dos animais nos trés grupos, foi utilizada
a andlise de variancia (ANOVA).

O teste de Mantel-Cox foi utilizado para comparacao de sobrevida entre os trés grupos
de animais e foi construida uma curva de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier.

O teste do qui-quadrado foi utilizado para avaliar possiveis diferencas entre freqliéncias
de alteracfes macroscépicas nos grupos estudados.

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Graphpad Prism for Windows
(San Diego, CA, www.graphpad.com) versao 6.

Foi estabelecido o valor de p < 0,05 para rejei¢do da hipétese de nulidade.

3.4.3 Procedimentos éticos

Os ratos receberam cuidados em concordancia com os “Principios de cuidados com
animais de laboratorio”, respeitando-se os “Principios éticos na experimentagdo animal do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal” (Cobea)!®. O projeto de investigagdo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA/CESED) — protocolo nimero
0022/03092012-1 (Anexo A).
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RESULTADOS

Os grupos de 6 meses (grupo 1), 12 meses (grupo 1) e 18 meses (grupo

I11) apresentaram as médias de peso no inicio do experimentos de 405,5 + 37,5,

UFPE

456,2 + 57,7 e 531,3 £ 81,5, respectivamente. A média do grupo mais idoso
foi significantemente maior (p=0,004 - ANOVA) que os grupos mais jovens (figura 1 e 2). Ndo

houve diferenca entre as médias dos pesos entre 0s grupos mais jovens (p=0,1757).

Comparacao de peso entre 0s grupos

**
7001 ! 1
*
I |
600+ I
S
@ 5004 —_—
o
s L
300 T T T
o o o
& & &
‘bé\ ’I}Q ‘b&
Y &
* p=0,0003
* p=0,0290

Figura 1 — Comparaco entre 0s pesos dos animais no inicio do estudo
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Diferengca entre as médias

Figura 2 — Diferenca entre as médias dos pesos dos animais no inicio do estudo
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A afericdo diaria dos pesos dos animais mostrou um comportamento semelhante com

perda incial, mais intensa ao redor do 15° dia, e recuperacdo no restante do seguimento (figura

3).

500 9

450

Peso (g)

400 9

Evolugdo do peso

350

Inicio

15 dias

T 1 T
30dias 45 dias

Figura 3 — Evolucéo do peso dos animais durante o seguimento

A mortalidade entre os grupos | e Il ndo foi diferente. Apenas 1 rato morreu em cada

grupo dentro da primeira semana de seguimento. No terceiro grupo 8 dos 10 animais morreram

na primeira semana, sendo 4 deles nas primeiras 24 horas depois da inducao da peritonite (figura

4). A diferenca no tempo de sobrevida entre o grupo 1l e os outros foi significante com p =
0,0002 pelo teste log-rank (Mantel-Cox).

Curva de sobrevida (método de Kaplan Meier)

Percentualde sobrevida

N
o
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o
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Figura 4 — Curva de sobrevida pelo método de Kaplan Meier
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No inventario das cavidades abdominal e tordcica, os achados mais comumente
observados foram : a) aderéncias entre os intestino delgado e o periténeo parietal ; b) maltiplos
abscessos pulmonares ; ¢) lesdes cicatriciais de abscessos nos pulmdes ; d) petéquias no figado ;
e) abscessos retroperitoniais ; f) petéquias nos rins ; g) Abscessos infrarrenais ; h) abscessos
renais ; i) abscessos mesentéricos tnicos ou multiplos e j) abscessos esplénicos. Figuras 5 a 10.

Figura 5 — Varios abscessos residuais aderidos ao mesentério

do intestino delgado (grupo I)

Figura 6 — Petéquias amareladas na superficie do figado (grupo I)
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Figura 7 — petéquias amareladas na superficie do figado e abscesso

residual no pulmao direito (grupo I)

=
2
X
N
N

Figura 9 — Multiplos abscessos no pulmao esquerdo (grupo 1)
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Figura 10 — Abscessos residuais difusos no rim direito,
alterando a coloracéo habitual deste 6rgdo.

Os achados do grupo Il mostraram-se mais expressivos quando comparados ao grupo I,
embora ndo tenha havido diferenca estatisticamente significante entre os escores de morbidade
e mortalidade {(Grupo I — 7,400 + 0,968 e Grupo Il — 7,700 = 0,803) — teste de Mann Whitney
= 47,50 - p=0,8657} quadro 1.

Quadro 1 — Escore de morbidade e mortalidade

Grupo | Grupo Il
Rato 1 6 Rato 1 3
Rato 2 7 Rato 2 2
Rato 3 10 Rato 3 7
Rato 4 7 Rato 4 10
Rato 5 10 Rato 5 6
Rato 6 0 Rato 6 10
Rato 7 10 Rato 7 10
Rato 8 10 Rato 8 10
Rato 9 7 Rato 9 7
Rato 10 7 Rato 10 7
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No grupo Il (animais com 18 meses), 4 ratos (40%) morreram nas primeiras 24 horas

apos a inducéo da peritonite. Dois animais (20%) morreram cerca de 48 horas depois da inducéo

da peritonite, mas ainda fizeram uso do meropenem na dose planejada 4 horas antes. Um animal

(10%) morreu dentro das 36 horas pos indugdo, falecendo 12 horas apds a administracdo do

meropenem. Um animal morreu 24 horas depois da administracdo do meropenem (48 horas

depois da inducdo da peritonite). Apenas dois ratos sobreviveram pelos 45 dias de seguimento

previstos no protocolo e fizeram uso de trés doses do meropenem nas 24, 48 e 72 horas ap0s

inducdo da peritonite quando foram entdo eutanasiados e submetidos ao inventario das

cavidades abdominal e toracica.

As hemoculturas foram realizadas apenas nos ratos que sobreviveram até o final do

seguimento de 45 dias e se revelaram negativas na quase totalidade dos ratos (quadro 2).

Quadro 2 — Resultados das hemoculturas

Grupo | Grupo Il Grupo 111
Rato 1 Escf:%rliichia Rato 1 Negativo Rato 1 Obito
Rato 2 Negativo Rato 2 Obito Rato 2 Obito
Rato 3 Negativo Rato 3 Negativo Rato 3 Obito
Rato 4 Negativo Rato 4 Negativo Rato 4 Obito
Rato 5 Negativo Rato 5 Negativo Rato 5 Obito
Rato 6 Obito Rato 6 Negativo Rato 6 Negativo
Rato 7 Negativo Rato 7 Negativo Rato 7 Obito
Rato 8 Negativo Rato 8 Negativo Rato 8 Negativo
Rato 9 Negativo Rato 9 Negativo Rato 9 Obito
Rato 10 Negativo Rato 10 Negativo Rato 10 Obito

Os achados da necropsia dos 8 ratos que morreram nas primeiras 48 horas ap0s inducgéo

da peritonite revelaram um liquido turvo dentro da cavidade abdominal e pulm&es hemorragicos

com manchas alaranjadas em sua superficie. Figuras 11 e 12.
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Figura 11 — Superficie do pulmé&o esquerdo mostrando
manchas hemorragicas alaranjadas.

Figura 12 — Visdo aproximada do pulmao direito mostrando
0 6rgdo hemorragico e com manchas alaranjadas.

O inventario das cavidades abdominal e toracica, ap6s o seguimento de 45 dias,
mostrou: em um rato um grande abscesso em resolucdo (4 cm x 3 cm) localizado na area
retroperitoneal posterior nas imediagfes do quadrante inferior esquerdo do abdome com
abscessos nas superficies dos pulmdes. No outro animal foram observados dois pequenos
abscessos em diferentes segmentos do intestino delgado e também abscessos nas superficies de
ambos os pulmdes. Ambos animais ganharam peso e apresentaram comportamento normal

durante o seguimento. Figuras 13 e 14.
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Figura 13A - Grande abscesso retroperitoneal no Figura 13B - Depois de abrir o abscesso houve
quadrante abdominal inferior esquerdo. drenagem de massa purulenta necrotica.

Figura 14 - Vérios abscessos observados na superficie
dos pulmdes.
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DISCUSSAO

Sepse € um grave problema no mundo inteiro e sua incidéncia e

VIRTUS IMPAVID4
[ I A ]

UFPE idosos morrem mais precocemente durante a hospitalizacdo e aqueles que

mortalidade eleva-se dramaticamente com o aumento da idade. Pacientes

sobrevivem necessitam de cuidados adicionais para readquirir seu status funcional
préviol:22%13% - Anormalidades na resposta imune, alteragdes na producéo de citocinas bem
como na coagulacdo caracterizam os aspectos fisiopatoldgicos Unicos que respondem pela
evolucio desfavoravel da sepse nesse grupo etario®”:6%71.73.140,

Quando comparados a animais jovens, percebe-se que 0s animais mais velhos
apresentam respostas inflamatorias aumentadas. A concentracdo de varias citocinas na
circulacdo como TNF-a, IL-1, IL-6 e leptina, usualmente aumentadas durante a sepse, estdo

mais elevadas em animais mais velhos quando expostos @ mesma agressao de animais jovens4t-

143.

Apesar da nitida influéncia da idade na evolucdo da sepse, a maior parte da pesquisa
experimental € conduzida com animais jovens. Enquanto a maioria dos pacientes com sepse
apresenta mais de 50 anos de idade, os animais utilizados nas pesquisas ttm menos de 3 meses
0 que € comparavel a jovens com até 20 anos. Essa incompatibilidade compromete a translacao
dos achados experimentais para conceitos que possam ser aplicados em humanos®144.145,

Em seres humanos, dentre os fatores que influenciam a mortalidade por peritonite
bacteriana secundaria em idosos, hd um predominio daqueles relacionados sobre o tipo e a fonte
de infecgdo com populagéo de alto risco identificados por idade acima de 60 anos®®73146.147,
Quando comparados a pacientes mais jovens, 0s pacientes idosos apresentam mais
comorbidades, reacfes fisiologicas tardias e comprometidas resultando em desfechos
desfavoraveis. Além disso, a apresentacao clinica frequentemente atipica e maior retardo no
diagnostico e conduta resultam em pior prognostico. Mesmo em emergéncias cirdrgicas mais
simples, como a apendicite frequentemente vista em adultos jovens, nos quais os resultados séo
geralmente bons, no idoso a doenga é muito mais grave e requer um diagnostico e tratamento
precoces e, ainda assim, esté associada a uma mortalidade de cerca de 3% e complicagcfes pds-
operatorias em torno de 20%48:149,

Os resultados do presente estudo demonstram que os ratos do grupo Il (idosos)

apresentaram uma evolucdo clinica demasiadamente prejudicada frente & peritonite fecal
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autogena na dosagem de 6 ml/kg. Para manter dois ratos vivos foi preciso quebrar o protocolo
inicial injetando trés doses do meropenem endovenoso (40mg/kg) apds a inducao da peritonite
nos dias 2 a 4. Embora este resultado pudesse ser esperado, faz-se necessario avaliar o modelo
utilizado no que diz respeito a ratos idosos. A dose habitual para inoculacdo de fezes autdgenas
a 10% é de 5 mL/kg, mas a maioria dos estudos experimentais sobre peritonite fecal omite a
idade dos animais e, quando descrita, revela grupos de animais jovens o que compromete a
comparacgdo com os achados em ratos idosos>%1%°,

No presente estudo foi seguido um protocolo anterior!'®, em que foi produzida uma
peritonite grave e sepse, mas 0s ratos eram jovens (cerca de 12 meses de idade). Uma das
limitacGes do presente estudo foi ndo prever que os 6mL/kg da suspenséo fecal autdgena a 10%
para a promocao da peritonite fecal seria um insulto infeccioso grave demais para o grupo idoso
(18 meses), ndo permitindo avaliar adequadamente a resposta ao meropenem, nem a
comparagcdo com 0s grupo de ratos jovens. Pode-se especular que neste grupo a inducdo da
peritonite poderia ter sido feita numa carga menor de 4 ou 5 ml/kg de rato e com um protocolo
diferenciado que previsse a administracdo mais precoce da antibioticoterapia.

Os ratos de laboratdrio vivem cerca de 3 anos em média enquanto que a expectativa de
vida dos humanos é cerca de 80 anos com diferencas entre os diferentes paises e condi¢des
socioecondmicas podendo-se estabelecer uma relacéo de 1 dia (rato) = 26,7 dias (homem)69.161,
Como os ratos tém uma infancia breve e acelerada, quando comparados aos humanos, pode-se
estimar que a idade do primeiro grupo (6 meses) corresponderia a humanos com 18 anos, o0
grupo 11 (12 meses) a 30 anos e o grupo 111 (18 meses) a adultos de 45 anos de idade®®?. No
entanto, ratos ndo sdo formas em miniatura de humanos. Existem importantes diferencas na
anatomia, fisiologia e de desenvolvimento que devem ser levados em consideragdo quando se
analisam resultados de uma pesquisa onde a idade é um fator crucial. Notavelmente, observou-
se que o comportamento dos ratos no grupo Ill foi de idosos com a resposta imunitaria
comprometida (imunossenescéncia) o que talvez se explique pela presenca de comorbidades
neste grupo que apresentou obesidade bem mais pronunciada que os dois primeiros grupos.

Né&o existe um modelo ideal para o desenvolvimento de sepse. As sindromes humanas
sdo intrinsecamente complexas, pois sua evolucdo reflete ndo apenas as muitas nuances do
insulto inicial (local do insulto, microbiologia e tempo para a intervencdo, por exemplo), mas
também a resposta a corre¢do do transtorno inicial. O objetivo da pesquisa translacional é
transformar o conhecimento adquirido em modelos experimentais em novos tratamentos para a
doenca no homem. Em geral os modelos falham em reproduzir a complexidade humana

sobretudo pela falta de padronizacdo dos modelos estudados. Para estudos experimentais que
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mimetizem quadros sépticos graves € crucial a descricdo rotineira da idade cronologica dos

animais para que se possa comparar adequadamente os resultados dos diversos trabalhos.
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CONCLUSAO

O tratamento da peritonite fecal autdgena grave com dose Unica de
vV meropenem endovenoso (40mg/kg) alcangou bons resultados em ratos com

UFPE seis e doze meses de idade, mesmo considerando abscessos residuais em

cavidades do abdome e térax. A grande maioria dos ratos idosos, no entanto,

ndo conseguiu superar o quadro infeccioso inicial, provando que o envelhecimento é um fator
de risco muito importante que acarreta grande prejuizo a resposta imunoldgica. Assim, a sepse

se mantém como um desafio, especialmente em idosos, e a pesquisa experimental atua como
peca-chave na busca de resultados.
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ARSTRACT

PURPOSE: To evahaie the treatment owicome of sevene peritonitis in mis with increasing age.

METHODS: Thirty Wistar rats stratified in three groups: group [ - six menth-odd; growp 11— 12 month-old; and grosp [ - 18 month-
old, underwent autogenously ficcal peritonitis (6 mlkg rat). and were reated with intrmvenous meropenem. The sarvival animalks were
followed-up for 45 days. The variables were expressed by their mean and standard error of the mean (SEM). p<0.03 was used for
rejecting the mull hypothesis. The study was approved by the Ethics Commitiee.

RESULTS: There was a significant increase in the mortality and morbidity in elderly rats. OF interest, even among young survival rats
presenting with severe residual abscesses both in the abdomen and thomax cavities, they present an almost normal life.
CONCLUSIONS: The trestment of severe autogenously fecal peritonitis with imravenous meropenem resched reasonable resulis
in rats with six and twelve months of age, even considering residual abscesses on abdomen and thorax cavities. However, the great
majority {80%) of elderly rats could not overcome the initial severe infectious challenge, proving that ageing is & very important risk
factor for impairing immune response. Thus, sepsis remains a challenging sinsation. especially in elderly.

Ky wards: Peritonitis. Carbapensems. Therapy. Rats.
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Introduction

Advanced age, m human beings, has long been sdentified
as a major risk factor for the devel of postop
septic complications following abdominal surgery’, It s now
becoming evident that the immune system undergoes age-
associated alterations, which accumulate 1o produce a progressive
deterioration in the abality to respond to infi that is associated
with a higher mortality rate in the elderly’. Thus, ageing is a
complex phenomenon that negatively impacts the development of
the immune system and its ability to function’.

Since 1987, there has been evidence that age-related
difference in the pathophysiology of mtraabdominal sepsis in rats.
A more efficsent bactenal chesrance and a higher phagocytic activity
m the peritoneal macrophages of the suckling ruts could be one of
aspect of the better immune response in these young animals”.

Several  interventional  approaches  for  treating
mtrasbdominal sepsis in rat moded describe the animals as adult
male, Wistar-albino rats weighing from 250 to 320 g. However,
chronological ages are not specified in most of the studies™ . On the
other hand. some studies used very young Wistar rats (age between
two and three months, and weight between 200 and 250g)".

The increased sensitivity of aged mice to invasive bacteral
miection documented in one paper, according well with buman
epidemiological experience, demonstrated the appropriateness of
the model for continued mvestigations of sepsis in the aged”.

Since 2009, carbapenems have been used in patients
with secondary widespread peritonstis'™ ', from 2010 meropenem-
based schemes allowed for significantly higher rates of
appropriate adequate therapy m critically ill patients especially
those with severe nosocomial infections, infected with multidneg-
resistant microrganisms'’. Meropenem tends to provide better
antibiotic coverage for spoatancous bacterial peritonitis in severe
patients with cirthosis when compared with third generation
cephalosporin'’, and for other sepsis due to secondary peritonatis''.

Although there has been several reports dealing with the
i the last two years. from
microorganisms that grow in intensive care units and hospital
facilities, this antimicrobial substance still is one of the best
empirical drug for first option for severe critically infected ill
patients without knowing the bacteriological tests''.

The purpose of this investigation was twofold: 1T -
o investigate the impact of increasing age of a mt model for
umogcnonsly fecal peritomitis; and 2 ~ 10 amalyze the effect of
y P n rats from different ages that have
undergone to severe peritonitis.

P ive

mereasing resi o
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Methods

The resewrch was approved by the Institional Research
Ethics Commitice of Animal Experimentation of FCM. Campana
CGrande-PB. This was a prospective, amalytical and experi | study.

Adult Wistar mts (Rather  morvegicus,  rxdentia
mammalia) from the animal house were used for this study. They
were housed in polypropylene cages. four animals per cage. under
standard light/dark conditions (lights on 7:00, off 19:00) with food
peliets and water auf libitume. One rat had 1o be excluded because it
presented with a tooth malformation and developed malnutrition.
It was replaced by other animal from the same litter.

Peritonitis was induced, in 30 inbeed rats stratified in
three groups of 10, - group | with chronological age of six months;
group 11 with chronological age of 12 monaths, and group [l with
chronological age of |8 months, by intra-peritoneal inoculation
of a 107 of 2 ly feces. Two grams of stools
were collected for each own individually rat and dissolved in 20
ml of 0.9% saline solution. This mixture was homogenized and
filtered through gauze n order 1o remove lange particles. It was
injected 6 ml’kg of the suspension in the intra-peritoneal cavity,
in the left iliac quadrant, using a 30 x 12mm needle. The rats had
to have regular bowel habits and no P h
(blood. mucus or pus).

After eight days following mduction of autogenously
fecal pentonitis it was injected mir ly (iv) s at
a single dosage of 40 mg'kg. This protocol was done in groups
I and I1. However, in groap [I1, it was changed because of the
high mortality of these old animals m the first two days followmg
peritonitis induction. The six animals that survived after 24 b
received IV meropenem (40 mg'kg) daily. Two old rats that were
still alive in the third day afier autogenously fecal peritonitis
received h shot of f

The animals were observed, by the veterinary, as regard
to: activity. body weight and temperature, respiratory rate and hasr
status, with the goal of obtaming signs of serious infection.

The animals that died before and after antibiotics
treatment and those that survived for 45 days afler fecal peritonitis
induction were euthamized for abdomunal and thorax utq)ecuon
for: abscess identification, adb and mac 7 £
signs like pus inside or in the solid ongans. Photos were taken for

feces

documentation.

To stratify morbidaty and mortality it was used a modified
protocol validated previously ™.

Score 0 - Animals that died of septic shock in the frst 24
hours after induction of fiecal peritonitis;
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Score | - Animals that died from septic shock between 24
and 48 hours after mduction of peritonitis;

Score 2 - Animals that died between 48 hours and cigit
days after the induction of peritonitis, with obvious clinical signs
of sernous miection;

Score 3 - Animals that died between cight and 45 days
after the induction of peritonitis, with obvious clinical signs of
serious infection;

Score 4 - Ansmals that survived until 45th day, but
still have positive blood culture. with moderate clinical signs
of infection and after the cuthanasia have abscesses inside the
abdomen and thorax cavities

Score 5 - Amimals that survived until 45th day after the
induction of fecal peritonitis and still have positive blood culture,
with no chinical signs of mfection. but afier the cuthanasia,
abscesses insade the abdomen and thorax cavities were observed;

Score 6 - Animals that survived until 45th day after the
induction of fecal peritonatis and still have positive blood culture,
no chnical signs of infection and afier the cuthanasia, abscesses
only inside the abdomen cavity were observed;

Score 7 - Animals that survived until 45th day afier
the induction of fecal peritonitis but has negative blood culture,
no chnical signs of infection and afier the cuthanasia, abscesses
inside the abdomen and thorax cavities were observed:

Score 8§ - Animals that survived until 45th day after the
induction of fecal peritonitis, have negative blood culture and after
the euthanasia, however abscesses were only observed inside the
abdomen cavity;

Score 9 - Animals that survived until 45th day after the
induction of fecal peritonitis, have negative blood culture and after
the euthanasia, and only one small sbscess was observed inside the
abdomen cavity:

Score 10 - Animals that survived until 45th day afier the
induction of fecal pentonitis, have negative blood culture and after
the cuthanasia, abscesses nside the abdomen and thorax cavities
were not observed.

The scores were expressed by their mean and standard
error of the mean (SEM) and the qualitative by their frequencies
For assessing the mean difference it was used Mann Whitney test

The significance level was 95% (p=0.05)
Results
The mortality i groups [ and 11 was no different. One

(10%) mt from each group died before cight days after the severe

autogenously fecal peritonstis. The swrvival anamals from boch

groups were apparently healthy and gaiming weight after 45 days post

peritonitss induction and had recetved an mtmvenous single dosage

of meropenem in the 8* day of this event. The ressdual findings of

peritonitis on the mventory of the abdominal and thorax cavaties
although tended to be more impressive (residual signs of severe
infection) on rats from group I (rwelve-moath old), however the mean
scores difference of morbadity and montalsty did noe reach statistical
signaficance |(Group 1 - 7400 = 0.968 versus Group 11 - 7.700 =
0.803) - Mann Whitney U test = 47.50 - p~0.8657). Figures 1 1o 7

FIGURE | - Several large residual shscesses in the small gut mesentery
(group 1). Rat living normal life

FIGURE 3 - Orange petechiac in the iver {group I) and scar and residual
abscesses in the right lung. Rat living normal life.

Acta Cinrgica Brasileira - Vol 29 (9) 2014 - 617
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FIGURE 4 - Multiple residual abscesses m the spleen (group ). Rat
fiving normal life.

(L ey

FIGURE 3 - Muluple left hung ahscesses (group 11)
life

Rat hiving normal

FIGURE 6 - Diffuse residual abscesses i the right bidney, changmg the
natural color of this organ (group [I). Rat living normal life
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FIGURE 7 - Hox plet expressing no signsficant difference between the
measures of central tendency for scores of both groups.

The more frequent gross findings in the sbdomen and the
thorax cavities in the necropsy amalysis in the survival rats from
both groups were: 8) Adhesion from the small gut 10 the panietal
peritoneum; b) Multiple abscesses in the lungs: b) Ressdual scar
from abscesses in the lungs: ¢) Omnge petechiae in the liver; d)
Retroperitoneal abscesses; ¢) Orange petechiae m the kiiney: f)
Infrarenal abscesses: g) Residual kidney abscesses: h) Smgke or
multiple mesenteric abscesses; and 1) Splenic abscesses

In group Il (elderly group composite of obese and
scedentary animals), four (407%) rats died afier 24 hours of
peritonitis mducton. Two (20%)) animals died about 28 hours
after peritonitis induction. but they alresdy have received an
intravenously shot of meropenem (40 mg/kg), four hours before
death. One animal (1074) died at 36 hours of peritonitis induction
and 12 hours following meropenem injection. One (107°5) more
rat died 24 hours after meropenem shot (48 h after pentonitis
induction). The two (207%) survival rats received throe shots of
intravenously meropencem at the same dosage. 24 h. 48 h.and 72 h
afier peritonitis induction and they lived for the 45 days according
1o protocol when they were euthanized for inventory of abdomen
and thorax cavities.

Necropsy studies oa the cight elderly rats that died i the
first 48 hours after peritonitss induction revealed a turbid liquid
into the abdomunal cavity and collapsed hemorthagac lungs with

orange patches on the surface (Figures 8 and 9).
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Severe autogenously fecal peritonitis in ageing Wistar rats. Response fo intravenous meropenem

FIGURE 8 - Left lung surface showsng hemarthagic and orange patch

areas

FIGURE 9 - Closer view of the nght lung surface showing diffuse
hemorrhagic organ and crange patch areas.

The inventory of the abdomen and thorax cavities. afier
45 days survival, showed: in one rat a large (4 cm x 3 cm) resolving
abscoss located in the postenor retroperitoneal area just in the left
mierior quadrant of the abdomen and resolving abscess lesions on
the surface of both lungs; in the other it was observed two small
abscesses in the mesentery binding different small bowel segments
and also resolving abscess lesions on the surface of both lungs.
Both anmimals were gaining weight and were presenting normal
behavior (Figures 10 and 1)

FIGURE 10 - A Lage retro-peritoncal abscess in the Jeft lower
abdominal quadrant was observed. B. Afier opening the abscess there was
drunage of necrotic punslent mass

FIGURE 11 - Several ahscesses was observed in the surface of lung

Discussion

Populations  encompassing  elderly, have

mortality from sepsis. The increased mortality observed in this

greater

population afler sepsis is due 1o fundamental differences in
host-protective immunity and s manifested at the level of the
leukocyte tmnscnptome. In mice, clderly exhibited significantly
greater mortality to sepsis. Elderly mice are more susceptible to
abdominal peritonitis associated with no signaficant dsfferences

in the magnitule of the inflammatory response, reduced bactenal

tcta Cinwyica Brasiesra - Vol 29 (9) 2014 - 619
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killing, reduced early myeloid cell activation, and a persisient
miflammatory response that failed 10 resolve. Considering these
differences as fundamenial aspects of the genomic response to
sepsis, miervenional therapies will require individualization
bazed on the age of the population™”,

Ageing. I mice. affects every innate immune cell,
including changes in cell numbers and function. Defects in the
function of some cells are intrinsic, whereas for other cells.
defects are extrinsic and possibly the consequence of the complex
interactions with other cell types or the environmental milien that
is altered with aging. Abnormal function contributes 10 worsened
owlcomes after injury or infection and leads o diseases observed
in the elderly™. The results from the present investigation give
support to the hypothesis that the same kind of impained imamsne
response occurs in other elderly rodents, such as rats.

In haman beings the factors infhsncing mortality from
secondary bacierial peritonitis shows dominance of host related
faciors over the type amd sowrce of infection with high risk
popalation identified by age over 60 years™ ', Even in mild very
comman surgical emergency such as appendicitis frequently seen
in young adualiz, in whom the outcomes are usually good. in elderdy
this dizease iz becoming more prevalent and. it is far more serious
requiring an early diagnosis and treatment. and even so associated
with a morality mie of about 374, and post-operative complication
around 20%:%.

It has been understandable the knowledge that the immune
system declines with age, a lerm known as immunosenescence.
which lkeads 1o a higher incidence of infections, neoplasia and
autcimmune diseases”.

The results from the present investigation make evident
that the rats in group 11 (elderly) presemted with o marked
mmpaired immune response to the infectious challenge indwced
by the autogenously fecal peritonitis at the dosage of 6mlkg. For
keeping two (2004%) elderly mis alive it was necessary io break
down the initial protocol and injecting three shots of intravenous
meropenem {40mg'kg) at post peritonitis induection, days 2 o
4. Although thizs omcome would be expected, it is necessary to
aszess the used model as regard to elderly miz. The uswoal dosspe
of amogenously 1075 fecal suspension for besting therapeutically
intervention is 5 ml'kg"'. In these papers the rats incheded in
the investigation weighed 300g to 3130g, however there was no
mention to the ages of the rats in some studies””, and in other the
In the
present study it was followed a previous protocol'™, in which it

rats were very young (between two and three months).

wias produced a severe peritonflis and sepsis, but the mes were
yvoung {around 12 month-old). One limitation of this mvestigation
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was ol foreseeing that the & mlkg of 10% autogenously fecal
suspension for producing severe pentonitis was an overwhelming
infiectious insult that the older rats could not overcome for the frst
48 h post peritonitis induction, thues not allowing tnee comparizon
with the other two young rat groups that received intravenously
meropenem afier seven days post peritonitis induction.

One should speculate that in the elderly rats (18 month-
old or more) the infectioss insult could be done with a smaller
dozage of 10% fecal suspension (4ml or 5ml per kilogram of rat),
and the antimicrobial imervention should be earlier than seven
days after peritoniis induction. Oiberwise, the morality of the
elderly rats could be high at early time after peritonitis indoction,
as it happened in the present study, not allowing obsenvations that
would provide needed translational information for older septic
human being.

Although  the reladonship age and
chronological age in human beings has been estimaied in one
rat day for 30 human days, there are other conversions thai siaie
this relation, in rat adult phase, could be 11.8 rat days = | haman
year™. In this study, using the conventional rate of conversion,
the commespondence of rat agehuman age. the transla@onal
information for human being age chronology would be: group I 18
year-odd, group I 30 year-old, and group 111 45 year-old. Moably,
in the present investigation, the immune defense behavior of the

between b

odder miz (group 111} was of elderdy people with impaired immune
regponse [immunosenescence . Mevertheless, taking into account
that the older ras were obese and sedentary. probably bearing
comuorbidities, the cormesponding age for human beings should be
im group 111 2 45 year-old™. This rate of age myhuman conversion
could be more appropriabe for explaining the carly impaired
immume response of the older mis m the present investigation.

In this regard. for rescarchers who are working wath
experimental infection, age in @mis™ is crucial for makmg analyses
of the outcomes. The resulis from a therapeutically intervention
can be abschrely different in some papers dealing with young
animals when compared with other working with older rats. Thus,
immume response b nfection. in mes. can only be comparable i
apes are stated in the investigation.

Conclusgons

The reatment of severe auogenously fecal peritonitis
with a single dosage of intravenous meropenem (40 mg/'ke ) reached
reasonable resulis in rats with six and twelve months of age, even
considering residual abscesses on abdomen and thorax caviises.
However, the great majority of elderly rats could ot overcome the
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Severe autog tv fecal peri

mitial severe infectious challenge, proving that ageing is a very
mportant risk factor for impairing immune response. Thus, sepsis
remains a challenging situation. especially in elderly. and working

with

experimental infection in rat model increasing age play a key

role i the outcome interpretation.
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ANEXO C - TRABALHO APRESENTADO NO
X1V CONGRESSO INTERNACIONAL/SOBRADPEC 2014

RESPOSTA TERAPEUTICA DE RATOS COM PERITONITE FECAL
%ﬂ SUBMETIDOS AO USO DE MEROPENEM
i~ X

e

Guilherme Veras Mascena', Maria Cecilia Santos Cavalcanti Melo”, Diego Nery Benevides Gadelha",
Jéssica Pereira de Simoes Ataide", Gustavo Brasil Marcelino™, Tharcia Kiara Beserra Oliveira¥, Carlos Teixeira Brandt"

OBJETIVO: Avaliar o resultado do tratamento de peritonite grave em ratos com o diferentes idades.

Trinta ratos Wistar assim estratificados: grupo | - seis meses de idade; grupo Il - 12 meses de idade; e
METO DO: grupo Il - 18 meses de idade, foram submetidos a inducio de peritonite fecal autégena (6 mlkg rato), e
8 tratados com meropenem intrav a. Os sobreviventes foram acompanhados por 45 dias. As
variaveis foram expressas por suas médias e pelo erro padrdo da média (EPM). p < 0,05 foi usado para
rejeitar a hipotese de nulidade. Estudo aprovado pelo Comité de Etica.

RESULTADOS Houve aumento na mortalidade e morbidade em ratos idosos. De interesse, mesmo 0s ratos jovens
sobreviventes apresentaram abscessos residuais nas cavidades do abdomen e torax, embora tenham
evoluido com vida quase normal.
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O tratamento da peritonite fecal com meropenem intr a alc resultados razoaveis em ratos

- com seis e doze meses de idade, mesmo considerando abscessos residuais. No entanto, a grande
CONCLUSAO maioria (80%) de ratos idosos nfo conseguiu superar o desafio infeccioso inicial, provando que o
envelhecimento é um fator de risco determinante no prejuizo da resposta imunolégica. Sepse continua a

ser uma situacBo desafiadora, especialmente em idosos.
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