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RESUMO

A maioria dos modelos experimentais que investigam sepse de origem
abdominal utilizam animais jovens. Este estudo tem por objetivo avaliar a resposta
terapéutica de ratos idosos a duas estratégias antimicrobianas. Foi realizado estudo
de intervencdo com 30 ratos idosos (18 meses de idade) que foram submetidos a
inducdo de peritonite fecal autdgena. Os animais foram divididos em grupo controle
(sem intervencédo antimicrobiana), e grupos de intervencgéo 1 e 2, sendo administrado
no grupo 1 meropenem na dose Unica de 40mg/Kg e no grupo 2 moxifloxacino na dose
Gnica de 20mg/Kg. As duas intervencgdes ocorreram 6 horas apds a inducdo da
peritonite. Os animais foram acompanhados por 15 dias e submetidos a avaliacdo de
morbimortalidade por escore anteriormente validado. Os animais dos trés grupos
apresentaram pesos semelhantes no inicio do estudo, mas o grupo controle
apresentou média de peso significantemente menor final do seguimento (p = 0,0045).
Todos os animais do grupo controle apresentaram hemoculturas positivas ao final do
seguimento. No grupo 1 (meropenem) apenas dois animais tiveram cultura positiva e
no grupo 2 (moxifloxacino) houve 4 animais com culturas positivas. O escore de
morbimortalidade diferiu de maneira significante entre o grupo controle e os grupos de
intervencéo (1 e 2) com p = 0,003. N&o foram observadas diferengas entre os escores
de morbimortalidade dos grupos 1 e 2 (p = 0,6967). Dentre as limitagbes deste estudo
estd a ndo randomizacdo dos grupos e a avaliacao efetiva da gravidade dos quadros
de sepse nos animais estudados. o tratamento precoce da peritonite fecal autdgena
em ratos idosos alcancou resultados promissores com as duas estratégias
antimicrobianas. Os novos modelos de sepse em animais devem buscar aproximar

melhor o agravo séptico apresentado em humanos envelhecidos.

Palavras-chave: Peritonite. Carbapenémicos. Quinolonas. Tratamento farmacolégico.

Ratos. Envelhecimento.



ABSTRACT

The majority of experimental models investigating sepsis of abdominal origin
use young animals. This study aims to evaluate the therapeutic response of elderly
rats managed by two antimicrobial strategies. An intervention study was performed
with 30 elderly rats (18 months of age) that underwent autogenic fecal peritonitis
induction. The animals were divided into a control group (without antimicrobial
intervention), and intervention groups 1 and 2, group 1 being administered meropenem
at a single dose of 40mg/kg and group 2 moxifloxacin at a single dose of 20mg/kg. The
two interventions occurred 6 hours after induction of peritonitis. The animals were
followed for 15 days and submitted to the evaluation of morbidity and mortality by a
previously validated score. The animals of the three groups presented similar weights
at the beginning of the study, but the control group had significantly lower mean weight
at follow-up (p = 0.0045). All animals in the control group had positive blood cultures
at the end of the follow-up. In group 1 (meropenem) only two animals had positive
culture and in group 2 (moxifloxacin) there were 4 animals with blood positive cultures.
The morbimortality score differed significantly between the control group and the
intervention groups (1 and 2) with p = 0.003. No differences were observed between
the morbidity and mortality scores of groups 1 and 2 (p = 0.6967). Among the limitations
of this study one can observe the non-randomization of the groups and no effective
evaluation of the sepsis severity in the studied animals. Early treatment of autogenic
fecal peritonitis in elderly rats achieved promising results with both antimicrobial
strategies. The new models of sepsis in animals should seek to better approximate the
septic injury presented in ageing human beings.

Keywords: Peritonitis. Carbapenems. Quinolones. Drug therapy. Rats. Aging.
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1 INTRODUCAO!

1.1 APRESENTACAO DO PROBLEMA

Apesar dos avan¢os na medicina, sepse continua sendo causa lider de morte
e de custos em pacientes hospitalizados o que, por si s6, fomenta pesquisas que
ensejem melhor estratificacédo de risco e tratamento mais adequado e racional.?

O envelhecimento da populacdo € fendmeno global e estima-se que o
percentual de pessoas com mais de 60 anos alcance 21% da populagdo mundial no
ano de 2050.3 A presumivel consequéncia desse envelhecimento serd o aumento das
doencas cronico-degenerativas e o recrudescimento da mortalidade dos quadros de
sepse nessa faixa etaria.*

Pacientes idosos sdo mais susceptiveis as infec¢cdes por combinacao de
morbidades, imunossenescéncia e outros fatores associados a institucionalizacao.
Por essas especificidades, a sepse apresenta mortalidade aumentada em pacientes
idosos, embora nao existam recomendacdes de tratamento especificas para este
grupo.>®

Animais idosos, por sua vez, exibem muitos dos defeitos imunolégicos e do
risco aumentado as infeccdes que sao observados em humanos apresentando maior
susceptibilidade e mortalidade em quadros sépticos quando comparados a animais
mais jovens.”® A pesquisa experimental pode, dessa forma, oferecer novas

descobertas para intervencées nesse grupo etario.

1.2 JUSTIFICATIVA DA INVESTIGACAO

O estudo é justificado por ndo existirem trabalhos que avaliem a resposta ao
uso de meropenem ou moxifloxacino em modelos experimentais com animais em
idade avancada. A maioria dos estudos experimentais omite 0 peso e a idade dos
animais e, em face dessa omissédo, podem estar criando importante viés nos seus
resultados.® A idade, em ratos, influencia a imunidade inata e adquirida alterando o
namero e a funcdo das células de defesa e € provavel que interfira na resposta ao

tratamento da sepse.®

1Tese formatada conforme orientagdo da Biblioteca Central e Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias
da Saude da UFPE: ABNT NBR 14724:2011. Versao do manuscrito publicado na Revista Acta Cirlrgica
Brasileira (ANEXO A).
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1.3 DEFINICAO DE OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral
e Investigar a morbimortalidade de ratos idosos com peritonite fecal

autdgena tratados precocemente com meropenem ou moxifloxacino.

1.3.2 Objetivos especificos
e Avaliar o quadro clinico da peritonite fecal nos trés grupos ao longo de 15
dias;
e Avaliar a presenca de bacteremia ao final da investigacgéo;
e Descrever os achados da necropsia através de inventario da cavidade
abdominal e toracica;

e Verificar a morbimortalidade nos trés grupos aplicando escore ja validado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SEPSE

Sepse é uma das mais antigas entidades clinicas da histéria da medicina cuja
primeira descricdo remonta aos tempos hipocraticos.'° Trata-se de sindrome com
fisiopatologia ainda incerta que é identificada por sinais e sintomas num paciente com
suspeita de infeccdo. Apesar dos avancos em seu diagnostico precoce e nas novas
estratégias de tratamento, ela persiste com taxas elevadas de mortalidade,
especialmente quando a prescricdo de antimicrobianos é retardada.-1> Nos Estados
Unidos, no inicio desse século, a incidéncia anual foi de 751.000 casos (3 casos/1.000
habitantes) e o nimero estimado de mortes foi de 251.000.1¢ Além disso, foi a
responsavel direta por mais de 5% dos gastos anuais com salude naquele pais e sua
mortalidade hospitalar persiste entre 25% a 30%.'"'® Em maio de 2017, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu a sepse como prioridade global
em saude e adotou uma resolu¢cdo com chamamento aos seus 194 paises membros
para que adotassem medidas que melhorassem a prevencao, o diagnéstico e o
manejo dos pacientes com sepse.1?2°

Pacientes que sobrevivem ao quadro de sepse grave frequentemente
evoluem com transtornos fisicos e psicoldgicos e tém chance triplicada de desenvolver
transtornos cognitivos quando comparados a pacientes hospitalizados por outras
razdes.?! Assim, uma internagdo por sepse pode ser o disparador de limitagGes que,
em muitos casos, lembra quadro de deméncia.??-%*

A definicdo de sepse tem evoluido bastante ao longo do tempo. Defini¢cdes
iniciais focavam numa visdo entdo predominante de que a sepse resultava da
sindrome da resposta inflamatéria sistémica do hospedeiro (SRIS) a infeccéo. Esta
sindrome era inferida quando pelo menos dois dos seguintes critérios estivessem
presentes: (1) temperatura acima de 38°C ou menor que 36°C; (2) frequéncia cardiaca
acima de 90 bpm; (3) frequéncia respiratéria acima de 20/min ou PaCO2 < 32 mmHg
ou (4) leucécitos > 12.000 /mm?3 ou < 4.000 /mm? com pelo menos 10% de formas
imaturas. Sepse grave era entdo definida como aquela que se associava a faléncia de
algum 6rgao e choque séptico seria estabelecido quando uma hipotensao induzida
pela sepse persistisse apesar da reposicdo adequada de fluidos.?® Esses critérios néo

necessariamente indicavam uma resposta desregulada ou ameacadora da vida
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podendo ser uma resposta apropriada que era frequentemente adaptativa. Véarias
causas néo infecciosas preenchiam os critérios de SRIS e em muitos pacientes com
sepse esses mesmos critérios ndo eram contemplados, tornando-o pouco acurado
para o diagndstico.?6:27

O conceito foi se modificando ao longo do tempo com foco maior na resposta
do paciente com relacéo a viruléncia do agente infeccioso.?® Seu entendimento atual
se baseia na ativacdo tanto de mediadores pr6 como anti-inflamatorios com
comprometimento cardiovascular, neuronal, autonémico, humoral, metabdlico e na
coagulacdo.?® A definicdo de sepse e de choque séptico tem sido interpretada como
disfuncdo sistémica dos Orgdos associada com uma resposta inflamatoria
desregulada do paciente a infeccdo.3%3! Essa disfuncdo organica é muito mais
comumente mdltipla do que isolada. O sistema respiratorio € um dos que mais
comumente se encontra envolvido e geralmente se expressa pela sindrome da
angustia respiratoria aguda que nao € especifica dos agravos infecciosos e que pode
ocorrer em quadros de sepse de origem extrapulmonar. Caracteriza-se pelo achado
de infiltrados pulmonares e piora progressiva das trocas gasosas geralmente levando
0 paciente a ventilagcdo mecéanica.3?

O envolvimento do sistema cardiovascular é expresso por hipotensao e
instabilidade hemodinamica com choque do tipo distributivo tipicamente exibindo
resisténcia vascular periférica diminuida. A disfuncéo renal se manifesta com oliguria
e insuficiéncia renal aguda ocorrendo em até 39% dos casos de sepse e sendo um
fator de risco independente de mortalidade.3334

A disfuncdo gastrointestinal, por sua vez, pode se apresentar por ileo
paralitico, colecistite acalculosa e Ulcera péptica com sangramento gastrointestinal.3®

Disfuncdo hepatica € uma manifestacdo menos comum da sepse sendo
encontrada em até 13% dos casos. Todavia, deve ser salientado que o figado tem
papel central na resposta imune do hospedeiro quando acometido por sepse e sua
disfuncéo interfere diretamente no desfecho clinico.3¢

A coagulopatia da sepse se apresenta como um estado hipercoagulavel
associado ao consumo de plaquetas e fatores de coagulacdo comumente levando a
coagulacdo intravascular disseminada.®’

O comprometimento neuroldgico na sepse tem sido reconhecido de maneira
crescente como delirium agudo e se associa a maior morbidade e maior tempo de

internac&o na unidade de terapia intensiva (UTI). Além de ser uma das mais precoces
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manifestacbes de sepse, as anormalidades neuroldgicas tém dificil resolucdo e
evoluem com prejuizos cognitivos mesmo depois de resolvido o quadro infeccioso.??-
24,38

Pelo novo critério de diagnéstico do sepse, a avaliacdo da disfuncdo dos
varios 6rgaos € inferida através de escore conhecido como SOFA (Sequential Organ
Failure Assessment) que originalmente era Sepsis-related Organ Failure Assessment

(Quadro 1). Um escore SOFA aumentado esta relacionado a um maior risco de

morte.3°
Quadro 1 - SOFA escore
. Escore
Sistema 0 1 2 3 4
Respiratorio
. < 200 com <100 com
EerIes > 400 <400 < 300 suporte suporte
mmHg . .
respiratério respiratério
Coagulacao
Plaquetas x
103/l > 150 < 150 <100 <50 <20
Figado
ULl <12 1,2-1,9 2,0-59 6,0— 11,9 >12,0
mg/dL
Cardiovascular
do l;i:)ind;< 5 Dopamina51-  Dopamina> 15
P 15 ou epinefrina ou epinefrina
>70 <70 ou
PAM . <0,10u >0,10u
mmHg mmHg dobutamina e .
norepinefrina norepinefrina
(qualquer Z0.1* >01*
dose) * - '
SNC
Escore da
ECG 15 13-14 10-12 6-9 <6
Renal
Creatinina, <12 1,2-1,9 20-34 35-49 >50
mg/dL
DU, ml/dia <500 <200

PaO, = pressao parcial de oxigénio; FiO, = fracéo inspirada de oxigénio; PAM = presséo arterial média; SNC = sistema nervoso
central; ECG = escala de coma de Glasgow; DU = débito urinario.

*As doses das catecolaminas sdo expressadas em pg/Kg/min por pelo menos 1 hora.

Fonte: Singer et al.3! (2016)
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A disfunc¢do multiorganica causada por uma resposta desregulada do paciente
a infeccdo que define a sepse € identificada por um escore SOFA > 2, sendo
consequente a infecgédo suspeita ou documentada. Esse escore pode ser assumido
como zero em pacientes que nao tém disfuncdo organica preexistente. Um escore
SOFA > 2 reflete um risco de mortalidade global de aproximadamente 10% em
pacientes internados com suspeita de infeccdo. Mesmo pacientes inicialmente
estaveis podem deteriorar, o que enfatiza a gravidade da condicdo e a necessidade
de intervengao precoce. Esse escore, considerado padrdo ouro para manuseio da
sepse, tem sido reconhecido como sensivel para diagndstico e prognostico desses
pacientes quando internados em unidades de terapia intensiva.*°

Outra ferramenta foi desenvolvida para predicdo de desfechos fatais nas
sindromes sépticas para ser utilizada nos servicos de emergéncia ajudando a
identificar pacientes com infecgbes que ameacem a vida e que tenham indicacao de
transferéncia para a UTI: 0 gSOFA (quick SOFA). Ele se compde de trés critérios: (1)
frequéncia respiratéria acima de 22 ipm, (2) alteracédo do estado mental e (3) presséo
arterial sistolica < 100 mmHg. Embora o gSOFA seja menos robusto que o escore
SOFA, ele ndo requer testes laboratoriais e pode ser avaliado rapida e repetidamente
sendo mais acurado para os cenarios fora das UTI. A forca tarefa que o desenvolveu
sugere que pacientes que apresentem pelo menos dois dos trés critérios do qSOFA
devam ser prontamente considerados com possivel infeccdo e posteriormente
encaminhados para cuidados intensivos.*!

Pacientes com choque séptico formam um subgrupo de pacientes com
anormalidades circulatérias, celulares e metabdlicas profundas com mortalidade
bastante aumentada. Podem ser identificados como aqueles pacientes que
apresentem hipotensdo persistente tendo que fazer uso de vasopressores para
manter uma PAM > 65mmHg e tendo um nivel de lactato sérico acima de 2 mmol/L
(18 mg/dL) apesar de um suporte volémico adequado. Hiperlactatemia e, sobretudo,
acetilcarnitina plasmatica elevada sdo marcadores de gravidade do quadro séptico
diretamente associados ao aumento de mortalidade. Esses pacientes exigem um
tratamento rapido e efetivo com cristaloides, vasopressores e, eventualmente, doses
moderadas de hidrocortisona.*243

O termo “sepse grave”, por sua vez, foi excluido do ultimo consenso sobre 0

tema. O quadro 2 sumariza a evolucao dos conceitos aplicados a sepse.
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Quadro 2 - Comparacéo entre as defini¢cdes tradicionais e do Ultimo consenso (Sepsis-3)

Definicdo tradicional Definicdo do Consenso Sepsis-3
Sepse Infeccao suspeita ou conhecida + > 2 Infeccao suspeita ou conhecida + > 2
critérios da SRIS pontos do escore SOFA
Sepse grave Sepse + faléncia de algum érgao N&o se aplica
Chogue Sepse + hipotensao refrataria apés uso Sepse + uso de vasopressores e
séptico adequado de fluidos ou necessidade de  lactato > 2 mmol/L apesar de suporte

vasopressores volémico adequado

SRIS = sindrome da resposta inflamatéria sistémica; SOFA = Sequential Organ Failure Assessment
Fonte: Shankar-Hari et al?®. (2016)

Um dos principais desafios para o tratamento da sepse repousa numa maior
suspeicdo da sindrome e no inicio precoce do tratamento. Um fator limitante € a falta
de consciéncia por parte da populacéo e, por vezes dos médicos, da gravidade do
problema. Uma das razfes para isto é que a maioria das mortes por sepse Sao
classificados por suas infec¢des subjacentes e ndo pela prépria sindrome o que faz
com que seu impacto seja subestimado. Por outro lado, 0 manuseio ideal da sepse

persiste como assunto de discusséo.**

2.2 ENVELHECIMENTO E RESPOSTA A INFECCAO

O envelhecimento é processo inexoravel que apresenta alguns determinantes
genéticos, mas que € sobretudo secundario a fatores exdégenos que continuamente
atuam ao longo da vida.* Ele é caracterizado pela perda progressiva da integridade
fisiolégica levando a prejuizo de suas fungBes e vulnerabilidade & morte. Essa
vulnerabilidade é o principal fator de risco para uma série de enfermidades como
doencas cardiovasculares, diabetes, cancer, doencas neurovegetativas e sepse.*®

Muitas sdo as teorias que tentam explicar o racional biolégico por trds do
envelhecimento (Quadro 3).“6 A teoria da programacdo genética tem como
mecanismo o0 acumulo de mutacdes deletérias que pode ser inferido pelo
encurtamento dos teldmeros e algumas mutagbes genéticas determinando, desta
forma, a expectativa de vida. A teoria da pleiotropia antagonistica € baseada na
inflamacgé&o cronica (inflamm-aging) que promove dano tecidual através de infeccdes
repetidas. Outra teoria postula que a senescéncia limita o tamanho das populagfes e
acelera o aparecimento de novas geragcdes com vistas a promover uma melhor

adaptacdo a um meio ambiente sempre em constante mudanca. A alocacdo dos
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recursos metabdlicos para a manutencdo da vida, por sua vez, prioriza o dispéndio
energeético para as primeiras fases da vida envolvidas com a reproducéo das espécies,
fazendo com que as idades mais avangadas sofram, por vezes, com um desequilibrio

de recursos energéticos para promover, por exemplo, o reparo do DNA.467

Quadro 3 - Teorias do envelhecimento

Teoria Mecanismo Racional

Encurtamento dos telomeros e mutacées

Programacéo . ~ - . . .
g i ¢ Acumulo de mutacdes deletérias  determinam geneticamente a expectativa
genética .
de vida
: . A Repetidas infeccbes ao longo da vida
Pleiotropia Inflamagéo cronica que promove . L .
L . induzem a inflamm-aging com dano

antagonistica dano tecidual

tecidual

A selecéo natural favorece o uso de
energia para termogénese e fertilidade
sobre reparos genéticos em mamiferos

Hipbtese da soma  Selecdo da fecundidade sobre a
descartavel longevidade

Fonte: Opal et al.“® (2005)

O sistema imune é regulado por varios horménios como o do crescimento, 0s
esteroides adrenais e os sexuais.*® Em grande parte, a imunossenescéncia é reflexo
das profundas modificacdes do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal que se processam
com o avancgo da idade. Em idosos, observa-se reducdo de até 90% nos niveis de
sulfato de deidroepiandrosterona (DHEAS), sabidamente estimulante do sistema
imunologico. Os niveis de cortisol, reconhecido imunossupressor, mantém-se
elevados nessa faixa etaria.%-5!

Os defeitos imunoldgicos associados ao envelhecimento, a chamada
imunossenescéncia, afeta bastante a resposta imune adaptativa tanto celular como
humoral (Quadro 4). A resposta inata, que consiste principalmente nos fagocitos
(neutrdfilos, macréfagos e células dendriticas), nos mastécitos, eosinéfilos e nas
células natural killer (NK), é largamente poupada mesmo em idade avancadas.>?->4
Os neutrdfilos, defesa imune primaria contra infecgcdes, embora ndo apresentem
diminuicdo em seu numero com o avancar da idade, apresentam uma diminuigdo de
sua capacidade quimiotatica e promovem uma lesdo tecidual maior, reflexo da
liberacdo de suas enzimas proteoliticas.>>%¢ Qutros fatores alterados com a idade sdo
a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a sua capacidade

fagocitica. Curiosamente o numero de células natural killer (NK) aumenta com a idade,
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embora a citotoxicidade e a producao de citocinas e quimiocinas como a interleucina
8 (IL-8), estejam reduzidas. Isto pode ser explicado pela queda de zinco encontrada
nos idosos ja que a sua suplementacdo pode melhorar as funcbes dessas células.
Outras funcdes das células NK, como a secrecéo de quimiocinas ou interferon-gama
(IFy) em resposta a interleucina 2 (IL-2) também estdo diminuidas nos idosos. As
células dendriticas, os principais apresentadores de antigenos do sistema imune,

também tém sua funcéo diminuida com o envelhecimento.>’—°

Quadro 4 - Principais altera¢des imunoldgicas associadas ao envelhecimento
Neutrdfilos: diminuicdo da capacidade quimiotatica.

NK: em nimero aumentado, mas com citotoxicidade e producéo

Imunidade inata o .
de citocinas reduzida.

Células dendriticas: fungéo diminuida.

Linfécitos T: reducéo de numero e de diversidade de repertorio.

Imunidade adquirida Linfécitos B: diminuicao de nimero e diversidade de anticorpos.

Aumento de auto anticorpos.
NK: células natural killer.
Fonte: Alonso-Fernandez et al.®? (2011)

Uma das anormalidades imunoldgicas mais notaveis na imunossenenscéncia
€ a perda gradual dos linfécitos T CD8 e em menor grau as células T CD4 que
reconhecem e respondem a novos antigenos. Isso decorre, em parte, de uma
involucdo e perda de funcdo do timo. Os linfécitos B apresentam uma resposta
humoral enfraquecida com modificacdes no repertério de receptores de superficie,
vazao dos precursores na medula 6ssea e aumento da producéo de auto anticorpos.
Além disso, exibem alteracdes no processo de diferenciacdo em plasmaécitos gerando
uma reduzida produc¢do de anticorpos contra novos antigenos, embora a imunidade
humoral contra antigenos de meméria permaneca praticamente intacta.6%-63

Inflamm-aging foi um termo incialmente cunhado no inicio deste século que
foi definido como diminuig&o global na habilidade de lidar com diferentes estressores,
associado a um estado de inflamacédo cronica que se associa e € mesmo parte da
imunossenescéncia.®* Trata-se de uma inflamacéo de baixa intensidade e persistente
que é considerada um fator de risco adicional de morbimortalidade no idoso. Este
estado pro-inflamatorio apresenta implicagdes diretas em doencas tao diversas como

osteoporose, aterosclerose, diabetes ou doencga de Parkinson, por exemplo. Em que
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pese se observar niveis aumentados de proteina C reativa (PCR) e interleucina 6 (IL-
6) neste cenario, ndo ha ainda consenso sobre um marcador confidvel que possa
mensurar a extenséo dessa inflamagédo.5>-%” Entre os provaveis estimulos da inflamm-
aging estao inflamac®es virais crénicas, a adiposidade, habitos dietéticos e alteracbes
na composicdo da microbiota intestinal que comumente se associam ao
envelhecimento.68-72

As anormalidades imunolégicas observadas com o envelhecimento afetam a
salude dos idosos e impdem desafios ao uso de algumas estratégias terapéuticas
neste grupo. Embora a maioria dos canceres ocorram em idosos, 0s ensaios clinicos
sdo realizados em boa parte com voluntarios mais jovens.”® Nos dias atuais, a imuno-
oncologia ja dispbe de estratégias terapéuticas de vanguarda utilizando anticorpos,
adjuvantes, citocinas, peptideos e terapias celulares especificas para pacientes de

idades distintas.”*

2.3 MICROBIOLOGIA NA SEPSE DE FOCO ABDOMINAL

As infec¢Oes abdominais difusas, denominadas de peritonite, podem ser
classificadas em primarias, secundarias e terciarias.” A peritonite primaria, também
chamada de espontéanea, é uma infec¢cdo geralmente monomicrobiana, ocorre por
contaminacgdo via hematogénica, linfatica ou transmural (translocacao bacteriana) e
nao se associa a perda da integridade fisica do trato gastrointestinal. Ela é rara e
ocorre principalmente na infancia bem como em pacientes cirréticos.’® Na forma
secundaria, mais comum, ha uma quebra da barreira mucosa por um envolvimento
intra-abdominal proprio (apendicite, diverticulite, colecistite, etc) ou decorrente de
procedimentos cirdrgicos e traumatismos abdominais. Deiscéncias anastomaticas sao
causas comuns de peritonite secundarias no periodo pds-operatério.”” A peritonite
terciaria € uma infecgéo recorrente da cavidade abdominal que se segue ap6s uma
peritonite primaria ou secundaria. E 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 apés um tratamento adequado.’®-
80

A etiologia microbiana das infec¢fes intra-abdominais esta na dependéncia

do nivel de rompimento do peritbnio e dos 6rgaos acometidos. A flora gastrointestinal
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€ a principal fonte dessas infec¢ées. A porcéo superior (estdmago, duodeno, jejuno e
ileo superior) contém relativamente poucos microrganismos (102 a 10% organismos por
grama de tecido) e a presenca de bactérias anaerédbias € menor. A maioria € composta
de cocos Gram positivos, particularmente estreptococos, e lactobacilos. Séo
considerados uma flora de transicao da cavidade oral e ndo verdadeiros colonizadores
do trato gastrointestinal superior.8182 No intestino delgado mais distal os cocos Gram
positivos ainda se apresentam, mas bacilos anaerdébicos Gram negativos comecam a
ser observados. O ileo usualmente contém um numero semelhantes de bactérias
aerébias e anaerébias e, em sua porcdo distal, esses agentes ja contam 108
organismos por grama de tecido chegando a 10! no célon. Nesta regido os
microrganismos anaerébicos predominam até 1000 vezes mais do que os aerébicos.??

Mais de 500 a 600 espécies microbianas distintas podem ser cultivadas a
partir de fezes normais e a densidade dessa flora € suficientemente grande para que
as células microbianas superem as células humanas em um fator de 10 para um. A
estabilidade da flora gastrointestinal é mantida por varios fatores, incluindo a
competicdo por nutrientes e sitios de ligacdo da mucosa, motilidade intestinal, pH
local, fluxo biliar e a producdo de substancias antimicrobianas tanto pelo epitélio
intestinal como por outros organismos luminais.*

A maioria das infec¢des intra-abdominais resultam de perfuragdes do trato
gastrointestinal. Escherichia coli € o microrganismo mais comumente isolado de
pacientes em mais de 50% dos caso0s.85% Muitos outros bacilos entéricos Gram
negativos sdo detectados, incluindo espécies de Klebsiella e Enterobacter. Bacilos
Gram negativos ndo coliformes, particularmente Pseudomonas aeruginosa, podem
também ser isoladas nessas infecgées.?8

Cocos Gram positivos sdo frequentemente encontrados em infecgdes intra-
abdominais sendo a maioria estreptococos do tipo viridans. Espécies de Enterococcus
sdo isolados em até 29% dos pacientes. 87:89.90

Microrganismos anaerobicos sdo importantes componentes da maioria das
infec¢bes intra-abdominais embora ndo sejam isolados devido 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 infec¢Ges.®! A presenca de bactérias anaerdbias é a

principal causa da formacdo de abscessos na maioria dos sitios anatdbmicos. A
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explicacdo bioldgica é que a capsula polissacaridica, que tem sido bem estudada em
B. fragilis, pode ser abscessogénica.®?

Fungos sdo agentes menos comumente envolvidos em sepse abdominal, mas
sua importancia tem aumentado nos ultimos anos seja pelo aumento de sua
prevaléncia, seja pela gravidade dos pacientes envolvidos. Sepse intra-abdominal
com espécies de Candida esta particularmente associada a resultados muito
desapontadores e sua prevaléncia em pacientes com peritonite secundaria chega a
28.9%.9394 Nao existem, até o momento, evidéncias claras de que a cobertura
antifngica empirica em pacientes com sepse de origem abdominal traga beneficios
na reducdo de sua morbimortalidade.%

InfeccBes hospitalares apresentam uma microbiologia distinta. A propria flora
gastrointestinal normal € alterada no ambiente hospitalar. Quando comparada com as
infeccdes comunitarias, as infecgdes intra-abdominais hospitalares apresentam uma
frequéncia maior de bactérias Gram negativas, com E coli menos comumente isolada
e Enterobacter e Pseudomonas mais frequentemente encontradas. Observa-se ainda
reducado da frequéncia de isolamento de estreptococos, aumento dos Enterococcus e

dos fungos, sendo predominantemente Candida albicans.%?:9

2.4 ANTIBIOTICOTERAPIA NA SEPSE DE FOCO ABDOMINAL

Os principios que norteiam o tratamento da sepse de origem abdominal pouco
se modificaram desde o inicio do século XX: eliminar o foco séptico, remover o tecido
necrético e drenar o material purulento.®” O momento e a selecdo de pacientes para
cirurgia, por outro lado, sofreram profundas mudancas com o advento das modernas
técnicas de medicina intensiva, desenvolvimento de novos antimicrobianos e o
surgimento de novas ferramentas diagnosticas.®®

Existem muitas estratégias antimicrobianas para o tratamento das infeccbes
intra-abdominais. O principio geral que orienta a escolha do agente é que ele seja
efetivo contra os bacilos Gram negativos aerébicos, cocos Gram positivos aerdbicos
e 0S microrganismos anaerébicos mais comumente encontrados nesse cenario.%%100

Os agentes p-lactdmicos (betalactamicos) sdo uma classe ampla de
antimicrobianos que inclui a penicilina e seus derivados e possuem o nucleo B-
lactamico em sua estrutura molecular.19%192 Muitos agentes betalactamicos tém boa

eficacia no tratamento das infec¢bes intra-abdominais tanto como agentes isolados
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como em associacdo com metronizadol. Eles apresentam acgéo bactericida e atuam
impedindo a sintese da parede celular bacteriana.1%%1%4 Existem quatro classes de
betalactamicos: (1) os penicilinicos que derivam diretamente da penicilina como a
amoxacilina e ampicilina, (2) as cefalosporinas de primeira (cefazolina, por exemplo),
segunda (cefoxitina), terceira (ceftriaxona) e quarta geragbes (cefepime), (3) os
carbapenémicos como imipenem, meropenem e ertapenem e (4) o clavulanato que
tem espectro minimo de atividade, mas é usado como inibidor da betalactamase que
€ uma proteina produzida pelas bactérias e consegue neutralizar total ou parcialmente
a acdo dos betalactamicos.1%>1% A formulagdo amoxacilina/clavulanato combina uma
aminopenicilina com um inibidor da betalactamase e pode ser usada como agente
anico pois o clavulanato expande o espectro de atividade da amoxacilina fornecendo
cobertura adequada para o Bacteroides fragilis.1?”1°% Da mesma forma ticarcilina com
clavulanato e piperacilina com tazobactam (outro inibidor da betalactamase) também
podem ser opcbes para uso isolado em pacientes de baixo e alto risco,
respectivamente.®

As fluoroquinolonas sé@o agentes bactericidas e atuam inibindo a sintese de
DNA ao interferir com a DNA girase (topoisomerase Il) e a topoisomerase V.19
Apresentam excelente penetracdo no tecido peritoneal com bom espectro de
cobertura para microrganismo Gram positivos e Gram negativos. Moxifloxacino pode
ser usado como agente Unico em infec¢cbes abdominais porque tem boa atividade
contra o Bacteroides fragilis. Em pacientes hospitalizados ndo deve ser usado
isoladamente pois apresenta atividade reduzida contra Pseudomonas quando
comparado a outras quinolonas.*? Ja a ciprofloxacina e a levofloxacina apresentam
boa atividade frente a Pseudomonas e Enterobacteriacea e podem ser utilizados
preferencialmente associados ao metronizadol.'!

Os glicopeptideos, como a vancomicina e a teicoplanina, sdo agentes com
atividade bactericida contra bactérias Gram positivas, particularmente o
Staphylococcus aureus meticilina resistente. Esses agentes inibem a sintese da
parede celular a inibir a polimerizagdo.''?

As diretrizes americanas para 0 manejo das infec¢des intra-abdominais
identificam trés categorias distintas de cenario clinico para tratamento: (1) infec¢des
comunitérias de baixo a moderado risco, (2) infec¢des comunitérias de alto risco e (3)

infeccoes hospitalares.'*® A gravidade da infecdo pode ser inferida através escore de
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risco APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation).1* Esta disposicdo
é bastante semelhante a aplicada nas diretrizes canadenses.'®

No cenario de infec¢des intra-abdominais de baixo a moderado risco, o
esquema antimicrobiano deve prover uma cobertura para estreptococos Gram
positivos, bacilos Gram negativos e bacilos anaerdbicos (com especial cobertura para
Bacterioides fragilis). Esquemas unicos como cefoxitina, ticarcilina/clavulanato,
ertapenem ou moxifloxacino podem ser utilizados. Regimes combinados ao
metronidazol podem incluir cefazolina, cefuroxima, ceftriaxona, ciprofloxacina ou
levofloxacina.!3

Para pacientes com infec¢gdes comunitarias de alto risco, faz-se necesséria
tanto a cobertura adicional para Enterococcus faecalis sensivel a penicilina como para
Pseudomonas aeruginosa. Regimes de agentes Unicos podem incluir doripenem,
meropenem, imipenem/cilastatina e piperacilina/tazobactam. Associados ao
metronidazol podem ser utilizados neste cenario cefepime, ceftazidima, ciprofloxacina
ou levofloxacina.''®

Em pacientes com infecdes hospitalares é necessaria uma cobertura mais
ampla. Além dos microrganismos ja habitualmente cobertos nos esquemas anteriores,
faz necessaria uma cobertura adicional para Pseudomonas aeruginosa resistente,
espécies de Acinetobacter e enterococos. As diretrizes orientam que a cobertura leve
em consideracéo o perfil microbiolégico das respectivas instituicées.*** Os esquemas
sugeridos incluem imipenem/cilastatina, meropenem, doripenem ou
piperacilina/tazobactam como agentes Unicos. Ceftazidima ou cefepime em
combinacdo com metronizadol também sdo opcdes possiveis. Além disso, cobertura

para Staphylococcus aureus meticilina resistente com vancomicina é recomendado.’



28

2.5 MEDICINA BASEADA EM EVIDENCIAS E PESQUISA TRANSLACIONAL

Nos tempos hipocraticos, médicos tomavam condutas clinicas que em muito
pouco diferiam dos curandeiros de aldeia. Pesquisadores pioneiros como Rudolph
Virchow, Claude Bernard e Louis Pasteur cimentaram a inflexdo do pensamento
médico. Ensaios clinicos primitivos com o famoso estudo de James Lind que levou a
descoberta posterior do tratamento e prevencao do escorbuto ainda no século XVIII
fincaram os alicerces da pesquisa médica moderna e transportaram a medicina de
uma era empirismo para os dias atuais onde as condutas sao, ou deveriam ser,
norteadas por evidéncias.18

A expressdao “medicina baseada em evidéncias” (MBE) apareceu pela
primeira vez publicada em 1991 no American College of Physicians’ Journal Club**®,
mas pelo menos 10 anos antes disso um grupo de epidemiologistas clinicos da
Universidade de McMaster, liderado por David Sackett, j& orientavam os clinicos sobre
como ler artigos cientificos e disseminavam as diretrizes que norteariam “o uso
consciencioso das melhores evidéncias disponiveis na abordagem de pacientes
individuais”.1?° Desde entdo a MBE emergiu como um novo paradigma para o ensino
e aplicacdo da medicina cuja decisdo clinica é baseada fundamentalmente em
estudos e evidéncias de boa qualidade em contraponto as condutas cujo
embasamento eram a experiéncia do médico, a tradicdo de muitas decisfes ou até
mesmo a légica absolutamente empirica de determinado procedimento. O ponto
central na epistemologia da MBE é que s6 se deve acreditar ou confiar numa evidéncia
qguando o delineamento da criacéo desta evidéncia for determinado por processos
confiaveis.?!

Algumas estimativas sugerem que metade do esforco de pesquisa é
desperdicado a cada etapa de geracao e relato desses estudos 0 que explica porque
cerca de 85% das pesquisas néo sdo aplicadas.?? Assim sendo, saber fazer a leitura
critica das evidéncias disponiveis € uma habilidade que qualquer profissional da
saude precisa desenvolver. Os prejuizos trazidos pela aplicacdo de condutas que nao
estdo amparadas em boas evidéncias cientificas s&o incalculaveis. Milhdes de
mulheres saudaveis receberam terapia de reposi¢cao hormonal (TRH) com base num
beneficio apenas hipotético. Diversos ensaios randomizados demonstraram que a
TRH néo traz reducéo de risco cardiovascular e sim aumento da incidéncia de cancer

de mama.'®® A conduta de prescrever antiarritmicos em pacientes infartados que
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parecia muito légica e bem-intencionada mostrou-se desastrosa. Em que pese o fato
de que boa parte das mortes em infartados decorrem de arritmias malignas, n&o havia
evidéncias robustas que amparassem essa medida. Essa falta de apreco a aplicacéao
de principios elementares da MBE foi responsavel direta por milhares de mortes. Mais
americanos morreram pelo uso desses antiarritmicos do que em toda guerra do
Vietnd.?4

Um dos principios epistemolégicos da MBE pressupfe que quanto melhor a
qualidade da evidéncia, mas préoximo se esta da verdade. Criou-se entdo uma
hierarquizacdo das evidéncias (Figura 1) partindo da opinido do especialista (a mais
fragil das evidéncias) até a metandlises e metarevisdbes de ensaios clinicos

randomizados que compdem a melhor evidéncia disponivel.118

Figura 1 - Hierarquia das evidéncias cientificas

R
sist eta
Ensaios clinicos
randomizado
Estudos de coorte
Estudo tipo caso-controle

Fonte: Djulbegovic et al.}'8 (2017)
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Uma vez que mesmo 0s ensaios clinicos randomizados podem ter vieses
grosseiros, metanalises que utilizem tais estudos também ficam comprometidas. E por
isso que existem varios sistemas desenvolvidos, com o GRADE (Grading of
Recommendations Assessment, Development and Evaluation), para avaliar a
qualidade desses estudos reduzindo assim os erros e melhorando a qualidade das
recomendagbes que compdem as diretrizes sobre os mais variados assuntos
produzindo uma hierarquia de evidéncias muito mais sofisticada. A forca de uma
recomendacao refletira em que medida os efeitos desejaveis de uma intervencao
superam os riscos com base na melhor estimativa dessas consequéncias.?>126 As
evidéncias cientificas, claro, ndo determinam as decisdes clinicas. Elas sdo norteadas
pelas evidéncias, mas sao compartilhadas e sopesadas com o paciente levando em
conta riscos, beneficios, custos, alternativas, consideracdes culturais, dentre
outros.127.128

“Pesquisa translacional” é o termo utilizado para as descobertas cientificas
gue perpassam da pesquisa basica, experimental, alcancam 0s ensaios clinicos e
chegam a implantacédo de normas e condutas na prética clinica. Trata-se de uma nova
informacdo, um novo conhecimento, que vai da bancada ao leito (from bench to
bedside).1?° O primeiro estagio dessa translagdo corresponde aos estudos de eficacia
com aten¢cdo a validade interna. Posteriormente a resultante de evidéncias dos
ensaios clinicos produzem impacto na tomada de decisdo clinica.30.13!

Dois conceitos cruciais para a aplicabilidade da pesquisa translacional sédo
validade interna e validade externa. A validade interna é o grau em que um estudo
estabelece a relacdo de causa e efeito entre o tratamento e o resultado observado.
Ela é alcancada ao se minimizar a0 maximo 0s possiveis vieses. A validade externa,
por sua vez, € definida como o grau em que os achados baseados em uma amostra
do estudo podem ser generalizados para outras populacdes e contextos.*?> Ambos os
tipos de validade sao criticos, embora os projetos de estudo enfrentem um equilibrio
entre a validade interna e externa uma vez que o fortalecimento de um tipo de validade
pode comprometer o outro. Ao se projetar e executar estudos de pesquisa, as
ameacas a validade interna e externa devem ser duplamente consideradas.!33

A translag&o do conhecimento ocorre em duas etapas. A fase inicial (T1) inclui
estudos de pré-intervencdo como a pesquisa experimental com animais e a pesquisa
pré-clinica. Estas pesquisas podem identificar mecanismos de doenca e intervencdes

ou tratamentos promissores - aqueles para os quais ha motivos para acreditar que
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haveré efeitos positivos se aplicados de forma mais ampla, inclusive para os seres
humanos. Nesta fase é fundamental que o estudo tenha validade interna. A segunda
etapa (T2) da pesquisa translacional compfe os estudos de eficacia e efetividade
onde ensaios clinicos testam se aquela intervencao funciona em grandes populaces
de seres humanos no contexto do mundo real e, para isso, 0 estudo precisa apresentar
validade externa para a generalizacédo dos resultados.**413> Qutros autores dividem
pesquisa translacional em trés etapas: T1 — translacdo da pesquisa basica para
humanos (avaliacdo de intervencdo em animais, por exemplo), T2 — translacéo para
o tratamento clinico (avaliacdo de eficicia e seguranca) e T3 — translacdo para a
pratica (implementacéo e adocéo de condutas).136-138
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3 METODOS

3.1 LOCAL DE ESTUDO

Nucleo de Investigacdo Experimental e Biotério da Unifacisa em Campina

Grande, Paraiba.

3.2 TIPO DE ESTUDO

Longitudinal, prospectivo, analitico e de intervencéo.

3.3 SELECAO

3.3.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos 30 ratos machos adultos Wistar (Rattus Novergicus, Rodentia
Mammalia) com 18 meses de idade, sem qualquer doenga ou agravo proveniente da
colénia de criacdo do biotério da Unifacisa. Os animais foram divididos em trés grupos:

grupo controle, grupo meropenem e grupo moxifloxacino.

3.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos os animais que no momento da indug&o da peritonite por meio
da injecdo de solucéo fecal apresentassem sinais de qualquer fluido organico no
aspirado da cavidade peritoneal.

Também foram excluidos os animais que desenvolveram desnutricdo ou 0s que
apresentarem nas fezes qualquer sinal de processo inflamatério, 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 (comprimento x largura x altura) num ambiente com temperatura de
23 £ 1°C, em ciclo de luz/escuridao (12h) e tiveram livre acesso a alimentacao e agua
ad libitum. A racao utilizada era propria para a espécie de ratos Wistar. A suspenséo
fecal autdégena foi preparada coletando-se 2 gramas de fezes de cada rato
individualmente e dissolvendo-se em 20 ml de solucéo salina a 0,9% (Figura 2).

Figura 2 - Diluicdo das fezes

B

Fonte: Autor

A mistura foi homogeneizada e filtrada com uma gaze para remocao de grandes

particulas (Figura 3).

Figura 3 - Homogeneizacdo e filtragem da solucéo fecal.

Fonte: Autor
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A dosagem apropriada dessa solugéo a ser utilizada deveria ser capaz de
promover infeccao retroperitoneal com formacéo de abscesso em cavidade abdominal
e toracica sem, no entanto, levar ao Obito jA& nas primeiras horas pés inducdo. A
dosagem de 6 ml/Kg de rato j& havia sido utilizada em estudo anterior, mas uma taxa
de mortalidade excessiva impossibilitou a analise da resposta ao meropenem em ratos
de mesma idade.3® Um estudo piloto foi realizado com dez ratos Wistar idosos (18
meses de idade) submetidos a inducao de peritonite fecal autégena com 4,0 ml/Kg de
rato. A solucao foi injetada na cavidade intraperitoneal, no quadrante iliaco esquerdo,
usando agulha de 30 mm x 1,2 mm (Figura 4).

Figura 4 - Inducéo da peritonite fecal autégena

Fonte: Autor

Os resultados iniciais formam satisfatorios com os animais tendo conseguido
sobreviver as primeiras 48 horas de observacao. Os ratos do grupo piloto (10 animais)
foram incluidos no grupo controle e os demais animais (20) tiveram a peritonite
induzida da mesma forma.

Os grupos de intervencao terapéutica (meropenem e moxifloxacino) foram
submetidos a administracdo de antimicrobiano 6 horas apos a inducdo da peritonite
sendo meropenem utilizado na dose Unica de 40 mg/Kg e moxifloxacino na dose Unica
de 20 mg/Kg. Os animais foram acompanhados por uma médica veterinaria com vistas
a deteccao de infeccdo grave através da observacao de atividade, peso e temperatura
corporal e frequéncia respiratéria. Todos o0s animais que morreram foram
imediatamente submetidos a uma inspecéo da cavidade abdominal através de inciséo

xifo-pubiana na pele da linha média abdominal e toracica através de tesoura cirdrgica
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para identificacdo de abscessos, aderéncias e sinais macroscopicos de infec¢do como
pus em cavidade livre ou em 6Orgdos solidos. Foi também realizada hemocultura
através de puncéao da aorta abdominal com agulha 30 x 1,5 mm e aspirado 2 mL do
sangue que foi acomodado em frascos de hemocultura e incubados a 35 + 2 °C por
24 horas e depois cultivados em 4gar sangue.

Os animais que sobreviveram ao seguimento de 15 dias foram eutanasiados
com a administracdo endovenosa de cloridrato de ketamina na dosagem de 50 mg/Kg
e xilazina na dosagem de 10 mg/Kg e depois submetidos ao mesmo inventario de
cavidades e ao mesmo protocolo de hemocultura descrito anteriormente.

A estratificagdo de morbimortalidade dos animais foi realizada através de um

escore validado da seguinte forma:

Escore Estratificagcao
0 animais que morreram de choque séptico nas primeiras 24 horas apés inducao da
peritonite fecal
1 animais que morreram entre 24 e 48 horas apo6s a inducdo da peritonite
2 animais que morreram entre 48 horas e oito dias ap6s a inducéo da peritonite, com
sinais clinicos ébvios de infeccdo grave
3 animais que morreram entre o 8° e o 15° dia ap6s a indugéo da peritonite, com sinais

clinicos ébvios de infeccdo grave

4 animais que sobreviveram até o 15° dia, mas ainda apresentam hemocultura positiva,
com sinais clinicos moderados de infeccdo e, apés a eutandsia, apresentam
abscessos dentro das cavidades toracica e abdominal

5 animais que sobreviveram até o 15° dia apdés a inducao da peritonite e ainda
apresentam hemocultura positiva, sem sinais clinicos de infec¢cdo, mas, apés a
eutanasia, exibem abscessos dentro das cavidades toracica e abdominal

6 animais que sobreviveram até o 15° dia apés a indug&o da peritonite fecal e ainda tém
hemocultura positiva, sem sinais clinicos de infeccao, e apds a eutanasia abscessos
sdo observados apenas na cavidade abdominal

7 animais que sobreviveram até o 15° dia apds a inducao da peritonite fecal, mas com
hemocultura negativa. Nao apresentam sinais clinicos de infeccao e, apos a
eutanasia, abscessos sdo observados dentro das cavidades abdominal e toracica

8 animais que sobreviveram até o 15° dia apds a indugéo da peritonite fecal, apresentam
hemocultura negativa, e ap6s a eutanasia abscessos sdo observados apenas na
cavidade abdominal

9 animais que sobreviveram até o 15° dia apés a indugéo da peritonite fecal, apresentam
hemocultura negativa, e apds a eutanasia apenas um Unico e pequeno abscesso &
observado na cavidade abdominal

10 animais que sobreviveram até o 15° dia apés a inducéo da peritonite fecal, apresentam
hemocultura negativa, e ap6s a eutanasia nenhum abscesso cavitario é observado

Fonte: Autor
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3.4.2 Procedimentos analiticos

As variaveis quantitativas foram expressas por suas medias e desvios padrao.
As variaveis qualitativas foram expressas por suas frequéncias absolutas e relativas.
Para a comparacgdo dos pesos dos animais nos trés grupos foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA). O pés-teste de multiplas comparacg6es de Tukey foi utilizado para
avaliar possivel diferenca grupo a grupo. O teste de Kruskal Wallis foi aplicado para
avaliar possivel diferenca entre os escores de morbidade e mortalidade nos trés
grupos. Depois foi utilizado o pés-teste de Dunn para avaliar possivel diferenca grupo
a grupo. A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Graphpad Prism

versao 7. Foi estabelecido o valor de p < 0,05 para rejeicdo da hipotese de nulidade.
3.4.3 Procedimentos éticos

Os ratos receberam cuidados em concordancia com os “Principios de cuidados
com animais de laboratério”, respeitando-se os “Principios éticos na experimentagao
animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal” (Cobea).'*® O projeto de
investigacao foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA/CESED) —
protocolo nimero 65200420116 (ANEXO B).
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4 RESULTADOS

Os animais apresentaram pesos semelhantes antes da indugao da peritonite
entre os grupos controle, meropenem e moxifloxacino com meédias de 402,5 + 24,2,
416,2 + 37,4 e 380,8 £ 48,5 respectivamente, apontando para uma semelhanca entre
os grupos (Figura 5). A diferenca entre o peso inicial e o final pode ser observada na
tabela 1.

Figura 5 - Pesos dos animais antes da indugéo
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Tabela 1 - Médias dos pesos dos animais (em gramas) entre o inicio e o fim do seguimento

Grupos
Seguimento . -
Controle Meropenem Moxifloxacino
Inicio (D 0) 402,5 416,2 380,8
Término (D 15) 368,9 408,4 385,3

D 0 = dia da inducéo da peritonite; D 15 = décimo quinto dia de seguimento.
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A perda de peso foi significativamente mais pronunciada no grupo controle

com relacdo aos outros dois grupos (meropenem e moxifloxacino) que néo diferiram

entre si (Figura 6).

Houve trés 6bitos no grupo controle, nenhum no grupo meropenem e um no

grupo moxifloxacino.

Figura 6 - Evolug&o do peso dos animais durante o seguimento
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Os achados dos inventéarios das cavidades foram bastante diversos, tendo
sido observados peritonite difusa, abscessos bloqueados Unicos e multiplos,

blogueados e rotos, localizados tanto no abdome quanto nos pulmdes (Figura 7).



Figura 7 - Achados ilustrativos dos inventarios das cavidades toracica e abdominal

T r
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Abscesso roto abdominal Abscesso bloqueado abdominal Abscesso pulmonar
(rato 1 — grupo controle) (rato 2 — grupo controle) (rato 3 — grupo controle)

Y ‘s P ‘v

Peritonite difusa Abscessos renais Abscesso hepétiéo anico
(rato 4 — grupo controle) (rato 5 — grupo controle) (rato 8 — grupo controle)
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Multiplos abscessos Cavidade abdominal sem Abscesso bloqueado
(rato 10 — grupo controle) alteracdes intrabdominal
(rato 3 — grupo meropenem) (rato 4 — grupo moxifloxacino)

Fonte: Autor
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Na tabela 2 estdo descritos os achados dos inventarios das cavidades

abdominal e toracica de cada animal.

Tabela 2 - Achados da necropsia de cada animal

Grupos
Ratos Controle Meropenem Moxifloxacino

1 Abscessos na cavidade Nenhum abscesso Abscessos na cavidade
abdominal e toracica abdominal e toracica

2 Abscessos apenas ha Abscessos apenas na Nenhum abscesso
cavidade abdominal cavidade abdominal

3 Abscessos na cavidade Nenhum abscesso Nenhum abscesso
abdominal e toracica

4 Peritonite difusa Nenhum abscesso Abscessos apenas na

cavidade abdominal

5 Abscessos na cavidade Abscessos na cavidade Nenhum abscesso
abdominal e toracica abdominal e toracica

6 Abscessos na cavidade Nenhum abscesso Abscessos apenas na
abdominal e toracica cavidade abdominal

7 Abscessos na cavidade Abscesso apenas na Abscessos na cavidade
abdominal e toracica cavidade abdominal abdominal e toréacica

8 Abscesso hepatico Unico Nenhum abscesso Abscessos apenas ha

cavidade abdominal

9 Abscessos na cavidade Abscessos apenas na Abscessos apenas na
abdominal e toracica cavidade abdominal cavidade abdominal

10 Muiltiplos abscessos Abscessos apenas ha Abscessos apenas na

cavidade abdominal

cavidade abdominal

Todos os animais do grupo controle apresentaram hemoculturas positivas.

Naqueles submetidos ao meropenem apenas dois tiveram hemoculturas positivas e

no grupo moxifloxacino houve 4 hemoculturas positivas. Alguns resultados como

Staphylococcus e Streptococcus sugerem contaminacao da coleta.



Tabela 3 - Resultados das hemoculturas ao fim do seguimento
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Ratos

10

Grupos
Controle Meropenem Moxifloxacino
Resultado 1 2 Resultado 1 2 Resultado 1 2
Positivo Escherichia coli Negativo Positivo Streptococcus
viridans
Positivo Staphylococcus Klebsiella Positivo Streptococcus Negativo
aureus oxytoca viridans
Positivo Escherichia coli Negativo Negativo
Positivo Escherichia coli  Staphylococcus Negativo Negativo
saprophyticus

Positivo Escherichia coli Negativo Negativo
Positivo Escherichia coli Klebsiella Negativo Negativo

oxytoca
Positivo Escherichia coli Negativo Negativo
Positivo Escherichia coli Klebsiella Negativo Positivo Escherichia coli

oxytoca
Positivo Escherichia coli Positivo Escherichia Positivo Escherichia coli

coli

Positivo Escherichia coli Negativo Positivo Staphylococcus

epidermidis
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Na tabela 4 observam-se os escores de morbimortalidade alcancados ao final

do seguimento de cada grupo.

Tabela 4 - Escores de morbimortalidade

Grupos
Controle Meropenem Moxifloxacino
Rato Escore Rato Escore Namero Escore

1 4 1 10 1 4
2 6 2 6 2 10
3 4 3 10 3 10
4* 2 4 10 4 8
4 5 7 5 10

4 6 10 6 8

7 4 7 8 * 2
8* 2 8 10 8 6
9 4 9 6 9 6
10* 2 10 8 10 6

* Animais que morreram antes do fim do seguimento de 15 dias.

A analise dos escores de morbimortalidade através do teste de Kruskal-Wallis
mostrou que houve alguma diferenca entre os grupos com p = 0,003. Apdés a utilizagcéo
do teste de multiplas comparacbes de Dunn, observou-se que a diferenca foi
significante entre o grupo controle e os grupos de interven¢édo. Nao houve diferenca
entre os escores alcangados pelo grupo meropenem e o grupo moxifloxacino — p =
0,6967 (Figura 8).



Figura 8 - Andlise do teste de Kruskal-Wallis entre os escores de morbimortalidade

c —
; 1 p=00200 3§
I 1 (]
=
- D
A st
®
2 10 XXX Y
ie)
g oo oo
E ¢
2 ° oo eee
S
E
2 [YYYYY °
S
Y °
®
L]
g
@ Q& o
& 0(\0 006‘
& o8 &9
o ¢ S
\}Q <& o
& © <
R L
(€) &
A

Fonte: Autor

43



44

5 DISCUSSAO

Este estudo trouxe de maneira pioneira uma analise comparativa de duas
estratégias de tratamento de sepse grave numa populacdo de animais idosos. A
efetividade da indugéo de sepse pdde ser constatada uma vez que todos os animais
gue nao foram submetidos a nenhuma intervencdo antimicrobiana apresentaram
hemoculturas positivas e elevada taxa de mortalidade.

Quando comparadas ao grupo controle, as duas intervencdes se mostraram
superiores e nao distintas entre si segundo um escore ja previamente utilizado noutros
estudos.'3%141 Houve efetividade bacteriolégica bem como na reducéo da extenséo e
gravidade da infeccdo tanto do meropenem como da moxifloxacina.

Existem duas importantes limitacbes deste estudo: a ndo determinacdo do
calculo do tamanho amostral e a falta da randomizagcdo entre os trés grupos de
animais. Para experimentos que tém por objetivo determinar diferencas quantitativas
entre grupos ou terapias, um calculo a priori do tamanho da amostra € recomendado
para evitar erros do tipo Il. Erros tipo Il ocorrem quando o experimento tem poder
insuficiente para detectar uma diferenca entre diferentes intervencdes.'#2143 Em
outras palavras, o experimento pode ndo conseguir rejeitar a hipétese de nulidade
sendo esta a falsa, o que ndo ocorreu neste estudo onde a hipétese de nulidade foi
afastada. Houve sim diferenca entre os grupos.

Embora os pesos semelhantes dos animais sinalizem para certa
homogeneidade dentro dos grupos amostrais, eles ndo foram devidamente
randomizados. Embora desnecessario, este € um erro bastante comum em estudos
experimentais. No ano de 2009 um grupo de pesquisadores ingleses realizou uma
andlise das 271 mais importantes revistas cientificas do mundo em pesquisa
experimental. Eles observaram que em 87% dos artigos ndo havia relato de
randomizacdo dos animais.® Esse mesmo grupo de pesquisadores publicou no ano
seguinte um documento que pode funcionar como uma espécie de diretriz para a
conducédo de estudos experimentais — ARRIVE (Animals in Research: Reporting In
Vivo Experiments).1#* Ele funciona de maneira semelhante ao CONSORT para 0s
ensaios clinicos.'*® As diretrizes do ARRIVE consistem em uma lista de 20 itens
descrevendo as informac¢des minimas que todas as publicagbes cientificas que
relatam pesquisas usando animais devem incluir, como o nimero e caracteristicas

especificas dos animais usados (incluindo espécie, linhagem, sexo e antecedentes
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genéticos), detalhes de alojamento e o0s métodos experimentais, estatisticos e
analiticos (incluindo detalhes dos métodos usados para reduzir o viés, como
randomizacdo e cegamento).*4

Outro ponto que merece critica é a falta de um melhor controle dos sinais
clinicos de sepse como frequéncia cardiaca, respiratoria e pressao arterial. Isso faz
com que a gravidade do quadro séptico seja negligenciada pelos pesquisadores.
Novas ferramentas de monitorizacéo, a semelhanca do que se faz numa unidade de
terapia intensiva, poderdo ser assimilados na vigilancia dos animais.'*® O uso de
animais de um mesmo sexo também é motivo de ponderacdo haja vista que homens
e mulheres respondem de maneira diferente ao insulto infeccioso.'#’ Por fim, a falta
de administracdo de fluidos de ressuscitacdo, conduta ja consolidada na pratica
clinica, distancia esse experimento do manejo habitual de pacientes com
sepse.26:20,148

A despeito de a maioria dos casos de sepse em humanos ocorrerem em idosos,
0s modelos experimentais ou omitem a idade dos animais ou utilizam animais jovens
e sem comorbidades, tornando inapropriado extrapolar os resultados encontrados
para o mundo real.14°

Embora o uso de modelos experimentais em sepse tenha importante papel no
seu entendimento, dezenas de intervengcdes como corticoides, anticorpos
anticitocinas e antitrombina Il que foram conduzidos com sucesso em pesquisas
experimentais falharam em ensaios clinicos.®%151 Enxerga-se nitida dissociacéo entre
a pesquisa béasica e a pesquisa clinica.

As questdes que envolvem o tratamento da sepse ainda estédo longe de ser
completamente respondidas. Se os estudos mais antigos, observacionais sobretudo,
pareciam apontar que o tratamento com esguemas antimicrobianos combinados
parecia mais efetivo, evidéncias mais recentes sugerem que esquemas em
monoterapia podem ser tdo efetivo e menos toxico do que os esquemas combinados
em pacientes imunocompetentes.'%2-1%4 Dois grandes estudos multicéntricos n&o
demonstraram superioridade de uma terapia combinada de meropenem mais uma
fluoroquinolona (ciprofloxacina ou moxifloxacina) a um meropenem em monoterapia
como terapia empirica para suspeita de pneumonia associada a ventilagdo mecanica
ou sepse grave, 155156

No momento, existem varias novas e promissoras abordagens para o0

tratamento da sepse. Dentre essas estratégias de tratamento destacam-se novas



46

vacinas®®"1%8 anticorpos monoclonais contra patégenos microbianos!®® e abordagens
que envolvem imunometabolismo.6°

Embora o tratamento dos pacientes com sepse tenha melhorado muito nos
ultimos anos'®!, inlmeras terapias testadas com bons resultados em modelos animais
falnaram em dezenas de ensaios clinicos.149162-164 E majs provavel que a melhora no
prognostico da sepse se deva a um maior reconhecimento e uma intervencao mais
precoce pelos servigos de saude e pela publicacéo e adocéo das normas ditadas nas
diretrizes.16>166

A incapacidade de se poder fazer a translacdo do conhecimento adquirido em
pesquisas experimentais para 0s ensaios clinicos, no entanto, ndo deve ditar o epitafio
da pesquisa basica. De outra forma, deve desafiar os grupos de pesquisa a criar
modelos que mimetizem melhor as respostas humanas aos agravos infecciosos.
Neste sentido o desenvolvimento dos chamados “ratos humanizados” parece ser
modelo promissor onde células-tronco hematopoiéticas sdo transplantadas para os
ratos que adquirem um sistema imunolégico funcional semelhante ao humano e
podem representar uma ferramenta prospera para a pesquisa translacional, pois
podem permitir a adequada modelagem para as mais diferentes doencas humanas in

vivo.167-169 Até o presente momento, os dados obtidos ainda sé&o limitados.
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6 CONCLUSAO

Meropenem e moxifloxacina se mostraram estratégias efetivas para tratamento
de sepse de origem abdominal em ratos idosos. A elevada mortalidade encontrada
em ratos do grupo controle e a presenca universal de hemoculturas positivas ao fim
do seguimento deste grupo permitem inferir que este € um modelo eficaz em induzir

quadro de peritonite neste grupo etario.
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= Introduction

Sepsis is a severe clinical condition
and a common consequence of several
infectious diseases. Clinical progression is
generally extremely rapid due to an underlying
uncontrolled immune response that leads to
multiple organ failure with high associated
morbidity and mortality rates.

Populations are aging worldwide,
with estimates suggesting that by 2050 mare
than 20% of the world’s population will be
at least 60 years of age®. This increase in life
expectancy heralds a predictable increase in
the incidence and severity of many diseases.
To a considerable extent, this scenario is the
result of the comorbidities typically found
in this age group, as well as of age-related
immunosenescence®7,

The incidence of sepsis has increased
in the population in general and particularly
in individuals who underwent surgery. This
is especially evident in the elderly population
when mortality rates are higher®!?, Patients
over 65 years of age already account for
more than half of all admissions to intensive
care units in the United States, with mortality
rate that exceeds 30%'. Explanations
include the increase number of invasive
procedures performed, and the use of
immunosuppressants and aggressive surgeries
in this population?.

Although the focus of much research,
little has changed in the management of
patients with sepsis over recent decades, the
information acquired from basic research has
resulted in interventions that are of little or
no effect at all in humans, and this may be a
consequence of dissociation between the real
world, in which more than 60% of the cases of
sepsis occur in individuals over 60 years of age,
and experimental research, where the majority
of the animals studied are young”+,
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Carbapenems and quinolones, among
others, have been used to treat severe, intra-
abdominal sepsis, since these are effective
antibiotics against the principal etiologic
agents; however, there is no clear evidence
of the superiority of one regimen over the
other®23,

The objective of the present study was
to evaluate the therapeutic response to two
different antibiotic regimens in aging rats in
which peritonitis was induced using autologous
feces.

u Methods

The rats were cared for in accordance
with the “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals” and the study
was conducted respecting the ethical
principles in animal experimentation. The
animal ethics committee (CEUA/CESED)
approved the study protocol under number
0022/03092012-1.

This was a prospective, analytical,
experimental study with 30 male Wistar
rats (Rattus norvegicus). All the animals
were adult rats of 18 months of age with no
iliness or disease. The animals were kept in
polypropylene cages measuring 43 x 43 x 20
cm at a controlled temperature of 23 + 1°C and
12-hour light/dark cycles. Access to food and
drink was ad libitum, with food consisting of a
nutritionally balanced rodent diet.

The animals were divided into three
groups: the non-intervention control group
(Group 0}, the meropenem group (Group 1)
and the moxifloxacin group (Group 2). On day
1 of the experiment, peritonitis was induced in
all the animals using a 10% solution prepared
with autogenous feces, i.e. 2 grams of feces
collected from each rat were diluted and
homogenized in 20 ml of 0.9% saline. All the
animals in the three groups were inoculated
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with their respective solution at a dose of 4 ml/
kg of weight, a dose that had been confirmed
as sub-lethal for that age in a previous study®.
In Groups 1 and 2, a therapeutic intervention
was performed six hours after peritonitis was
induced, with treatment consisting of a single
40-mg/kg dose of meropenem for the animals
in Group 1 and a single 20-mg/kg dose of
moxifloxacin for those in Group 2.

The animals’ activity, weight, body
temperature and respiratory rate with the aim
of detecting severe infection were monitored.
All the animals that died during follow-up
underwent inspection of the abdominal
cavity through a midline incision from the
xiphoid process to the pubic symphysis. The
incision was made using surgical scissors.
The inspection aimed to identify abscesses,
adherences and macroscopic signs of infection
such as pus in the abdominal cavity or in solid
organs. At the evaluation moment, using a 30
x 1.5 mm needle, 2 ml of blood were collected
from the abdominal aorta and stored into
blood culture bottles. After incubation at 35
+ 2°C for 24 hours, blood agar plates were
inoculated.

Atday 15, the animals that had survived
the entire follow-up period were euthanized
by intravenous administration of 50 mg/kg
ketamine hydrochloride and 10 mg/kg xylazine
hydrochloride. They were then submitted to
the same protocol of incision, inspection and
blood culture described above.

Morbidity and mortality in the animals
were stratified by applying a validated score?*
based on the findings detected after the
induction of fecal peritonitis:

Scores 0-3: death before day 15

0: death from septic shock in the first
24 hours;
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1: death between 24 and 48 hours;

2: death between 48 hours and 8 days,
with obvious clinical signs of severe infection;

3: death between 8 and 15 days, with
obvious clinical signs of severe infection.

Scores 4-10: survival until day 15, followed by
euthanasio

4: positive blood culture, moderate
clinical signs of infection; abscesses found in
the thoracic and abdominal cavities;

5: positive blood culture, no clinical

signs of infection, abscesses found in the
thoracic and abdominal cavities;

6: positive blood culture, no clinical
signs of infection, abscesses found in the
abdominal cavity alone;

7: negative blood culture, no clinical
signs of infection, abscesses found in the

abdominal and thoracic cavities;

8: negative blood culture, abscesses
found in the abdominal cavity alone;

9: negative blood culture, only one
small abscess found in the abdominal cavity;

10: negative blood culture, no abscess
found in the cavities.

The quantitative variables were
described as means and standard deviations.
The qualitative variables were expressed
as absolute and relative frequencies. The
Kruskal-Wallis test was used to evaluate
possible differences between the morbidity
and mortality scores in the three groups.
Dunn’s post-hoc test was then used to evaluate
possible group-to-group differences. Analysis
of variance (ANOVA) was used to compare the
weights of the animals in the three groups.
The entire statistical analysis was performed
using the Graphpad Prism program, version
7. P-values <0.05 were used to reject the null
hypothesis.
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= Results Weight of animals
(before induction of sepsis)

Prior to the induction of peritonitis,

the mean weight of the animals in Groups 0, 8307

1 and 2 was 402.5 + 24.2 grams, 416.2 + 37.4 3004

grams and 380.8 + 48.5 grams, respectively, T

highlighting the similarity of the groups (Figure §40°- i pﬁ'gg’:@a
1). The difference between the initial weight 350+

and the final weight of the animals in the three 300

groups is shown in Table 1. Weight loss was 250 ; T T

significantly greater in the non-intervention ooQQ coQ\ co‘;b

control group compared to the two intervention @ ¢ &

groups; however, Groups 1 and 2 did not differ Figure 1 - Weight of the animals prior to the
from each other (Figure 2). induction of sepsis.

Table 1 - Mean weight of theanimals (in grams) at baseline and at the end of follow-up.

Baseline Final Baseline Final Baseline Final
Day 0 Day 15 Day 0 Day 15 Day 0 Day 15
402.5 368.9 416.2 408.4 380.8 385.3
Evolution of animal weig abdomen and in other organs such as the liver,

— | 0700 Tukey's mullple kidneys and lungs (Figure 3).

P »=00055 mmz‘:"’ﬂ"
[E— LT
1B H-26
=
: ANOVA
. p=00045

grams
] ' I

oy & &
o ol o
Figure 2 - Weight loss during the study follow-up.

Before the 15-day follow-up was
complete, 3 deaths occurred in the control
group (Group 0), none in the meropenem
group (Group 1) and 1 in the moxifloxacin

group (Group 2). D E F

. Th§| ﬁ"d_lngs in the cavi_ties \{aried Figure 3 - Diffuse peritonitis and abscesses located
considerably, with results showing diffuse at different sites. A. Diffuse peritonitis; B. Multiple
perltonm§, or single and multiple, intact or abscesses; C. Internal abscesses; D. Liver abscesses;
ruptured internal abscesses located both in the E. Kidney abscesses; F. Lung abscesses.
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Rat1
Rat 2
Rat 3
Rat 4
Rat5
Rat6
Rat 7
Rat 8
Rat9
Rat 10

Rat 1
Rat 2
Rat 3
Rat 4
Rat 5
Rat 6
Rat7
Rat 8
Rat 9
Rat 10

Rat1l
Rat 2
Rat 3
Rat 4
Rat 5
Rat 6
Rat 7
Rat 8
Rat9
Rat 10

Blood culture was positive for all
the animals in the control group. Of those
submitted to meropenem treatment (Group 1),

Table 2 - Blood culture from a sample obtained te n

Blood culture result

Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive

Blood culture result
Negative
Positive
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Positive
Negative

Blood culture result

Positive
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Positive
Positive
Positive

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Streptococcus viridans

Escherichia coli

1
Streptococcus viridans

Escherichia coli
Escherichia coli
Staphylococcus epidermidis
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blood culture was positive in only two, while
in Group 2 blood culture was positive in four
animals (Table 2).

Klebsiella oxytoca

Staphylococcus saprophyticus

Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca
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In Table 3 one can observe the morbidity
and mortality scores for each group at the end
of follow-up. Analysis of the morbidity and
mortality scores, performed using the Kruskal-
Wallis test, showed differences between the
groups (p=0.003). Following application of

# Score #

Rat 1l 4 Rat1
Rat 2 6 Rat 2
Rat3 4 Rat3
Rat 4* 2 Rat 4
Rat5 4 Rat5
Rat 6 4 Rat 6
Rat7 4 Rat7
Rat 8* 2 Rat 8
Rat9 4 Rat9
Rat 10* 2 Rat 10

;‘A—nimal died—b:fo-ré-the end of the 15-day follow-up period.

— £=00200
{ p=00003
a I 4 p=086967
10 essee ecce
e
§ o0 oo
z T i
g - . . Kruskal-Wallis test
Z. es0000 °
h=}
§ coe e
QQ Q\ Q'L
O
° & &

Figure 4 - Morbidity/mortality scores as compared
hetween groups.

= Discussion

This study provides a pioneering
comparative analysis of two treatment

Table 3 - Morbidity/Mortality scores in the three study groups.
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Dunn’s multiple comparison test, the difference
between the non-intervention control group
and the intervention groups was found to be
significant. There was no difference between the
scores obtained for Group 1 (meropenem) and
Group 2 (moxifloxacin) (p=0.6967) (Figure 4).

Score #

10 Rat 1 4
6 Rat 2 10
10 Rat 3 10
10 Rat 4 8
7 Rat 5 10
10 Rat6 8
8 Rat 7* 2
10 Rat 8 6
6 Rat 9 6
8 Rat 10 6

strategies for severe sepsis in a population of
aging rats. Sepsis was confirmed by positive
blood culture in all the animals that were not
submitted to any antibiotic intervention, with
mortality rate as high as 30% in that group.
Both interventions proved superior to the non-
intervention control group, with no difference
between the two treatmentregimensaccording
to a scoring system previously used in other
studies??®. The antibacterial effectiveness
of both meropenem and moxifloxacin was
confirmed, and there was a reduction in the
extent and severity of the infection with both
drugs.

There are some limitations associated
with this study that need to be mentioned.
Although the weight of the animals in the
different groups was similar at baseline, their
allocation to the groups was not randomized.
Additionally, the clinical signs of sepsis could
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have been better monitored if heart rate,
respiratory rate and blood pressure had been
measured, indicating a failure to adequately
evaluate the severity of sepsis. New monitoring
devices such as those used in intensive care
could have been useful for monitoring the
animals®, The fact that all the animals were of
the same sex also merits reflection, since men
and women respond differently to infection?’.
Finally, neglecting to administer resuscitation
fluids, which is routine conduct in clinical
practice, distances this experiment from the
usual management of patients with sepsis.

Despite the fact that the majority
of cases of sepsis in humans occur in the
elderly, reports on experimental models have
frequently omitted the animals age or the
models used have involved young animals with
no comorbidities, rendering it inappropriate to
extrapolate the results found in those studies
to the real world.

Although the use of experimental
sepsis models plays an important role in
understanding the condition, dozens of
therapeutic interventions such as corticoids,
anti-cytokine antibodies and antithrombin
Ill that proved successful in experimental
research failed in clinical trials'®. Therefore,
there appears to be clear dissociation between
basic and clinical research. Nevertheless, the
inability to translate knowledge acquired
in experimental research to clinical trials
should not preclude basic research. On the
contrary, this should serve as a challenge to
research groups to create models that more
closely mimic human responses to infectious
conditions. In this respect, the development
of the so-called “humanized rodents,” in which
hematopoietic stem cells are transplanted
to the rodents allowing them to acquire a
functional immune system similar to that of
humans, appears to represent a promising
model®. Up to the present time, however, the
data obtained remain limited.
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] Conclusions

Sepsis remains an extremely serious
condition, particularly in the elderly.
Meropenem and moxifloxacin proved to
be effective strategies for the treatment of
abdominal sepsis in aging rats.
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