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Resumo

A sepse € uma sindrome definida por um foco infeccioso que desencadeia
respostas pro-inflamatérias e alteragdes significativas em diversos sistemas.
Compreende-se que a sepse produz excessivamente espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), cuja alta reatividade desta espécie leva a
modificagdes estruturais e funcionais de proteinas, resultando em uma intensa
vasodilatagao sistémica, caracterizada pela hiporreatividade vascular a agentes
vasopressores. A hipotensdo persistente, pressao arterial média < 65 mmHg e
hiperlactatecmia caracterizam a evolugdo do quadro ao choque séptico. Uma
consequéncia direta do estresse oxidativo na sepse € a peroxidagao lipidica, um
dano as membranas celulares impulsionado por espécies altamente reativas, como
o peroxinitrito. Esse processo agrava o dano tecidual ao gerar produtos toxicos,
sendo o malondialdeido (MDA), o principal marcador utilizado para quantificar a
extensao dessa lesdo celular. Dessa forma, foi avaliado o impacto da sepse através
do aumento de MDA e o efeito de tratamentos agudos com antioxidantes. Foram
utilizadas duas metodologias para a quantificacdo de malondialdeido, TBARS
(Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico) e HPLC (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia), a fim de comparar a sensibilidade e a especificidade, além de
evidenciar particularidades relacionadas as amostras avaliadas. Para tanto, foram
utilizados camundongos C57BL/6j, cuja sepse foi induzida por ligagdo cecal seguida
de puncao (CLP). Posteriormente, os animais sépticos foram tratados com drogas
antioxidantes para avaliar se seria possivel reverter o dano de estresse oxidativo
agudamente. A sepse provoca estresse oxidativo de forma diferente em cada
orgao: o dano foi significativo no coragdo e figado, mas ndo nas hemacias. Os
tratamentos antioxidantes, ascorbato e tempol foram eficazes na redugao de niveis
de MDA nas hemacias, coragdo e figado. Os resultados obtidos por diferentes
metodologias para as concentracbes de MDA demonstraram alta correlagéo e
especificidade.
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1. INTRODUGAO

A sepse é uma sindrome cuja definicdo foi muito debatida desde seus
primeiros registros. A Ultima revisdo de conceitos ocorreu durante o Terceiro
Consenso Internacional de Definicdo da Sepse, realizado durante os anos de 2014
e 2015, pela European Society of Intensive Care Medicine e Society of Critical Care
Medicine, estabelecendo que a sepse € caracterizada por um foco infeccioso que
desencadeia tanto respostas pro-inflamatorias, quanto alteragdes significativas em
vias nao imunoldgicas, incluindo as cardiovasculares, metabdlicas, hormonais,
neuronais, bioenergéticas e de coagulagao (Singer, 2016).

Essa redefinicdo foi importante, visto que enfatizou a disfungdo organica
como o componente relevante na sepse, e nao apenas uma resposta inflamatoria
sistémica, tornando-a distinguivel de uma infecgdo complicada e buscando unificar a
linguagem cientifica e clinica para facilitar diagnésticos mais precisos e estudos
comparaveis (Singer, 2016). No Brasil, a sepse é responsavel por cerca de 400 mil
casos registrados anualmente em adultos, sendo que 240 mil evoluem para o obito,
representando uma taxa de mortalidade de 60%; entre criangas o indice
corresponde a 19%, com 8 mil mortes em 42 mil casos (Ministério da Saude, 2023).

O diagndstico da sepse € estabelecido na presenga de infecgao,
acompanhada de dois ou mais pontos na pontuagcdao SOFA (do inglés, Avaliacao
Sequencial de Insuficiéncia de Orgéos), que corresponde a uma ferramenta utilizada
para diagnosticar, estadiar e caracterizar clinicamente o estado de gravidade em
que o paciente se encontra, variando de 0 a 4. Clinicamente, o quadro é
acompanhado por duas ou mais das seguintes manifestagdes: temperatura corporal
> 38°C ou < 36°C, frequéncia cardiaca > 90 bpm, frequéncia respiratéria > 20 rpm, -
caracterizando taquipnéia -, em complemento, o quadro caracteriza-se juntamente
com a contagem de leucdécitos > 12.000/mm?® ou < 4.000/mm?3. Quando a pressdo
arterial média esta < 65 mmHg, mesmo com o uso de agentes vasopressores e
ocorre hiperlactatemia (=2 mmol/L, ou 218 mg/dL), ambas caracterizam o estagio
mais grave da sepse: o0 choque séptico.

Tal estagio é descrito como um subconjunto de sepse em que ocorrem
anomalias metabdlicas, circulatérias e celulares profundas, estando associadas ao
maior risco de mortalidade, e nas quais, clinicamente, destaca-se a hipotensao
persistente (Singer, 2016). E através da analise de anormalidade em resultados
laboratoriais e clinicos que a pontuacdo SOFA é elaborada; portanto, uma
pontuagdo mais alta indica maior disfungdo orgéanica, e sua progressao esta
associada a uma maior probabilidade de mortalidade. Dessa forma, atualmente a
sepse € compreendida como uma resposta inflamatoria exacerbada do organismo a
uma infecgdo sistémica, sendo esta associada a disfuncdo de dérgaos,
representando, assim, uma condigdo de ameacga a vida (Zabet, 2016; Singer, 2016).



1.1. FISIOPATOLOGIA

A resposta inflamatoéria exacerbada desencadeia uma produgéo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), que participam da
tentativa de eliminagcdo dos patdgenos pelo organismo. Fisiologicamente, essas
espécies reativas atuam como moléculas sinalizadoras essenciais, modulando
processos celulares e respostas adaptativas no contexto da homeostase oxidativa
(Feelisch et al., 2022; Sies, 2020). A figura 1 mostra a diferenga entre o eustresse e
o estresse oxidativo. Em situagdes de homeostase, as espécies reativas de oxigénio
(ROS) sofrem baixa exposicéo, levando a respostas fisioldégicas que ocorrem num
organismo saudavel. Ja o estresse ocorre sob alta exposi¢cdo, atingindo alvos
inespecificos que levam a interrupgao de sinalizagédo redox, gerando uma resposta
patolégica. O tipo de estresse gerado influéncia nas respostas adaptativas, como
fator nuclear kappa B (NF-kB), fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2)
e fator induzido por hipdxia (HIF), levando a produgédo ou redugao de disfungdes
locais ou sistémicas.
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Figura 1: Diferengas entre eustresse e estresse. O tipo de estresse e alvos atingidos
modula a resposta do organismo, levando a produgdo ou reducao de disfungdes locais
ou sistémicas. Adaptado de Sies, 2020.

Paralelamente ao aumento das ROS, a sepse também ¢é caracterizada por
uma profunda alteragdo na via do 6xido nitrico (NO). O NO & um radical livre
sintetizado pelas enzimas 6xido nitrico sintases (NOS) (Staerck et. al.,2017); e em
condicdes fisioldgicas, o NO desempenha papéis cruciais na modulagao do ténus
vascular, na inibigdo da agregacao plaquetaria, adesao de neutrdfilos, e na resposta
imune contra patdgenos (Tousoulis et. al., 2012; Rosselli et. al.,1998; Gkaliagkousi
et. al.,2011; Chello et. al.,1998). Existem diferentes isoformas de NOS: a NOS
neuronal (NNOS ou NOS 1), a NOS induzivel (iNOS ou NOS 2) e a NOS endotelial
(eNOS ou NOS 3) (Knowles et. al.,1994; Cinelli et. al.,2019).



Durante a sepse, a expressao da iNOS é estimulada em diversas células,
incluindo os macrofagos e os neutrofilos. Esta isoforma de NOS é capaz de produzir
quantidades de NO centenas a milhares de vezes maiores que as isoformas
constitutivas, como a nNOS e a eNOS (Webber et al,2019). A alta
biodisponibilidade de NO leva a S-nitrosilacdo de proteinas gerando modificagdes
estruturais e funcionais destas proteinas, sendo uma importante via na
hiporresponsividade vascular, presente no choque séptico (Nozik-Grayck et.
al.,2006). O aumento na biodisponibilidade de NO é, portanto, um fator de
relevancia na instabilidade hemodindmica e na progressao da disfuncédo organica
(Alencar et. al.,2002).

Paralelamente ao estresse oxidativo decorrente da sepse ocorre a
peroxidacao de acidos graxos poli-insaturados, presentes nas membranas celulares.
Esse processo € impulsionado por espécies altamente reativas, como o peroxinitrito,
proveniente da unido entre uma molécula de 6xido nitrico € um anion superoxido,
culminando na peroxidagao lipidica. Em consequéncia, resulta na intensificagdo da
liberacdo de malondialdeido e de outros produtos téxicos (Pacher et. al., 2007),
agravando o dano tecidual. A figura 2 exemplifica o processo no qual as ROS tém
como alvo as proteinas, o DNA e os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS). Os
PUFAS, sob influéncia das ROS, levam ao inicio do estresse oxidativo através da
peroxidacao lipidica, que consequentemente, ocasiona a sintese de produtos
altamente reativos e téxicos, como 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), F2 isoprostanes
(F2-isoPs) e o marcador malondialdeido. Em grande escala, a cascata abaixo leva
ao aumento do dano tecidual.
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Figura 2: Esquema exemplificando o ataque aos alvos de ROS em: proteinas, DNA
e PUFAS. Sob influéncia das ROS, as PUFAS levam ao inicio do estresse oxidativo
através da peroxidagao lipidica. Consequentemente, ocasiona a sintese de produtos
altamente reativos e toxicos, como o malondialdeido (MDA); tal cascata em grande
escala, leva ao aumento do dano tecidual. Adaptado de Tsikas, 2017.

Considerando a participacdo do estresse oxidativo e nitrosativo na
fisiopatologia da sepse e na formacao de MDA, diversas abordagens terapéuticas
com antioxidantes tém sido investigadas. Neste estudo, foram utilizados o ascorbato
(Armour et. al., 2001; Wu, Wilson, 2003), a glutationa (GSH) (Fernandes et. al.,
2012) e o tempol (Kim et. al., 2009; Liaw et. al., 2005).

Dentre esses agentes, o ascorbato, um potente antioxidante, tem
demonstrado capacidade de modular o estresse oxidativo e a disfuncao
microvascular em modelos de sepse, possivelmente através da inibicdo da iINOS
(Wu et. al., 2003; Armour et. al., 2001; Benedet, 2017). A glutationa (GSH) é o
principal antioxidante tiol intracelular, e desempenha um papel crucial na defesa



celular contra o estresse oxidativo. Tais agbes ocorrem, possivelmente, pela
competicdo com tidis livres vasculares (Kim et. al., 2009). Adicionalmente, a GSH
possui acao anti-inflamatéria, caracterizada pela capacidade de inibir a sintese de
diversas citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias, bem como a producéao e resposta
de interleucinas como IL-2 (Villa et. al., 2002).

A fim de amplificar os mecanismos de acdo dos antioxidantes ja citados,
optou-se pelo tempol, um mimético da enzima superdxido dismutase (SOD), que
compde a primeira linha de defesa do organismo contra as ROS, atuando como um
captador do anions superéxido, moléculas altamente reativas, liberando peroxido de
hidrogénio e agua (Kim et. al., 2009). N&do se sabe ao certo os mecanismos de agao
do tempol, no entanto, apresenta maior permeabilidade a membrana e menor
toxicidade em comparagdo a enzima SOD sintética, configurando-o como um
agente promissor para o estudo; com a eliminagio direta do superoxido avalia-se de
forma mais direcionada o impacto da neutralizacido desta espécie reativa nas
alteragdes hemodinamicas e no dano tecidual, oferecendo um contraponto aos
agentes com agao antioxidante.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do ascorbato, da glutationa e
do tempol na peroxidacgao lipidica, através da quantificacdo de malondialdeido por
TBARS e HPLC, em amostras de hemacias, coragao e figado de animais controle e
sépticos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. MODELO ANIMAL E PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

O estudo utilizou amostras biolégicas de camundongos C57BL/6j machos,
previamente coletadas no desenvolvimento do projeto: Nitrosilagado proteica: um
mecanismo critico e alvo farmacologico na sepse grave, do professor Lucas Cezar
Pinheiro aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais, com o numero
5871200522, em 2022. Assim, ndo foi realizada nenhuma interacdo com animais
neste estudo, apenas foram utilizadas amostras previamente processadas. Os
animais utilizados neste projeto foram fornecidos pelo Laboratério de Farmacologia



Experimental (LAFEX), do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC). Os camundongos eram submetidos a ciclo de claro e
escuro de 12 horas cada, iniciando as 7:00. A temperatura ambiente foi mantida em
22°C £ 2°C, os animais eram agrupados de 2 a 4 por caixa plastica, possuiam livre
acesso a comida e agua, além de terem recebido enriquecimento ambiental.

As amostras utilizadas neste trabalho foram obtidas por meio do seguinte
protocolo experimental: Os animais foram previamente tratados com tramadol
20mg/kg s.c, para analgesia e 30 minutos apos iniciou-se a anestesia dos
camundongos, utilizando cetamina e xilazina, 100 mg/kg e 10 mg/kg,
respectivamente (Benjamin, Ferreira, Cunha, 2000). Em seguida, foi realizada a
insercdo de uma canula na veia, para administracdo do tratamento, e outra na
artéria femoral, para aferir a pressdo. Tais insercbes ocorreram através de um
pequeno corte na regido inguinal, posteriormente as canulas foram exteriorizadas no
dorso do animal (Rees,D. D. et. al. 2009), para que a pressao dos animais pudesse
ser avaliada.

Em sequéncia, os animais dos grupos CLP, tiveram a sepse induzida através
do modelo de CLP (Wichterman, Baue et al. 1980; Torres-Duenas, Celes et al.
2009), que consistiu na dupla perfuragdo do ceco com uma agulha 40 x 1,20 mm
18G e extravasamento de fezes na cavidade abdominal, apds sua exposicao
através de incisao realizada na regido lateral esquerda do abdome.

Em razdo de proporcionar uma melhor recuperagao, apds a cirurgia 0s
animais ficaram sob manta térmica aquecida e receberam 1mL de solugao
fisiologica 0,9% aquecida através da via subcutdanea para auxiliar no
restabelecimento da temperatura corporal basal e reposicdo hidroeletrolitica. Apds
10 horas dos procedimentos cirurgicos, os animais recuperados da anestesia e com
o quadro de choque séptico instaurado tiveram seus parametros hemodinamicos
avaliados. Aos animais pertencentes aos grupos tratados, a administragao do
tratamento foi realizada por via intravenosa, nas seguintes doses: ascorbato 200
mg/kg (Wu, Wilson, Tyml, 2003) , glutationa 200 mg/kg (Kim et. al., 2009) e tempol
200 mg/kg (Kim et. al., 2009).

A figura 3 exemplifica o procedimento experimental. Por meio da céanula
presente na artéria femoral, foram realizadas as avaliagdes hemodinamicas, uma
vez que o mesmo estava conectado a um transdutor de presséo, conectado ao
equipamento PowerLab 4/30 ML866 (AD INSTRUMENTS, Australia). Em seguida,
os animais foram eutanasiados com sobredose de cetamina e xilazina, 300 mg/kg
(BRASIL-CONCEA, 2018) e 30 mg/kg (BRASIL-CONCEA, 2018) respectivamente,
por via intraperitoneal. Por fim, foram colhidos diversas amostras, como coragao,
figado, aorta e sangue total. Para este projeto, foram utilizadas somente as
amostras de figado, coracdo e hemacias.
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Figura 3: Esquema do procedimento experimental com os animais. Adaptado de Moreira,
2024.

2.2. ANALISE ESTATISTICA

A normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada utilizando o teste
Shapiro-Wilk. Os dados serao apresentados com a média + o erro padrao da média.
Foi utilizada a ANOVA de uma via com teste de post hoc de Dunnett, sendo
considerada diferenga significativa de valores de P < 0,05. Adicionalmente, foi
utilizada a correlagdo de Pearson para avaliar o grau de associagao entre os
resultados obtidos pelos métodos TBARS e HPLC. Por fim, uma curva foi construida
para analisar a correlagado entre os niveis de MDA e a pressao arterial basal dos
animais.

2.3. QUANTIFICACAO DE MDA POR TBARS

O ensaio de TBARS é o método mais comum na quantificacdo de MDA, e
trata-se de uma técnica espectrofotométrica por fluorescéncia simples e de baixo
custo. O procedimento envolve o uso de condi¢des acidas e altas temperaturas, que
promovem a reacdo entre uma molécula de MDA com duas moléculas de acido
tiobarbiturico (TBA). Essa interacdo forma um pigmento de coloragao
rosa/avermelhada, cuja intensidade é medida por leitura espectrofotométrica,
permitindo quantificar o MDA gerado durante o processo de oxidagao (Tsikas, 2017;
Kosugi & Kikugawa, 1985). Apesar de sua alta sensibilidade na escala
nanomolecular (Carbonneau et. al, 1991), o método TBARS possui baixa
especificidade, isso devido a reatividade do TBA com grupos carbonila de diversas
moléculas reativas presentes na amostra. Assim, estes compostos interferem na
analise e podem levar a uma superestimacédo da quantidade real de MDA (Tsikas,
2017).



O experimento ocorreu por meio da metodologia previamente descrita na
literatura (Tsikas, 2017; Kosugi & Kikugawa, 1985), na qual as amostras foram
solubilizadas em uma solucédo de acido tiobarbiturico (0,6mMol/L), acido acético, e
dodecil sulfato de sdédio (8%P/V); seguido de banho-maria a 95°C por 1 hora,
seguido de centrifugacdo a 10000g e leitura de fluorescéncia do sobrenadante com
excitacdo de 515 nm e emissdao de 553 nm, no aparelho TECAN (leitor de
microplacas multimodal de fluorescéncia).

2.4. QUANTIFICACAO DE MDA POR HPLC

A separacdo cromatografica permite eliminar os resultados falso-positivos
que podem estar presentes no ensaio TBARS. Corresponde, assim, a uma
metodologia de alta sensibilidade, especificidade, precisdo e reprodutibilidade na
analise de biomarcadores de estresse oxidativo (Mateos, et. al. 2005).

A quantificacdo do total de MDA por HPLC foi realizada conforme
previamente descrito na literatura “Um novo método de HPLC para a medicao de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Uma comparagédo com um Kkit
comercialmente disponivel” (Seljeskog et al., 2006), juntamente com adaptacdes
necessarias para que melhor ocorresse a padronizagdo da metodologia do
experimento. Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas em tampéao fosfato
e, seguidamente, reagiram com o 4cido tiobarbiturico, com incubagéo a 95°C por 1
hora. Apdés o aquecimento, foi realizada a primeira intervengao com o propodsito de
otimizar a leitura no aparelho; assim, foi adicionado 0,5 mL de N-butanol em cada
amostra, a fim de garantir o minimo de proteina presente na aliquota. Seguidamente
as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos. Para analise, uma
aliquota de 50uL do sobrenadante foi injetada no sistema cromatografico HPLC
Waters AllianceBio €2796, equipado com bomba quaternaria e detector de
fluorescéncia. A deteccao do analito foi monitorada com comprimentos de onda de
excitacdo em 515 nm e de emissédo 550 nm.

A separagao cromatografica foi conduzida em coluna de fase reversa C18
Altech Econosphera (5 ym, 150 mm comprimento x 4,6 mm diametro), utilizando
uma fase movel composta por fosfato de potassio, metanol e acetonitrila (72:17:11,
v/v). A concentragcdo de MDA nas amostras foi determinada por curva padrao
previamente estabelecida.

3. RESULTADOS

Foi realizada a padronizacdo da avaliacio de MDA por HPLC por
fluorescéncia. A figura 4 indica as analises da padronizagdo da curva padréo
(apenas TBA; 25nM; 50 nM; 100 nM; 500 nM; 1000 nM), com tempo de retencao de
aproximadamente 3 minutos, valor préximo ao encontrado no artigo utilizado como
referéncia (Seljeskog, et. al., 2006). Enquanto as figuras 5 e 6 demonstram a
avaliacao da reprodutibilidade da curva padrao em dois dias diferentes, bem como a
degradacao da fluorescéncia do MDA-TBA, a fim de permitir a analise por maiores
periodos apds a reagao.
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Figura 4: Padronizagdo da curva padriao de MDA no HPLC: A) apenas TBA; B) 25nM;

C) 50 nM; D) 100 nM; E) 500 nM; F) 1000 nM.
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Figura 5: Curva padrdao de MDA no HPLC, produzida no dia 1.
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Figura 6: Curva padrdao de MDA no HPLC, produzida no dia 2.

3.1. QUANTIFICACAO DE MDA TECIDUAL

A quantificagdo de dano tecidual foi avaliada nos grupos controle, CLP e
tratado, e mensurada pelos niveis de malondialdeido (MDA) presente nas hemacias

e nos tecidos hepatico e cardiaco.

3.1.1. Hemacias

A avaliacdo feita por TBARS permitiu a observagdo, na figura 7, de um
aumento na quantidade de MDA no grupo CLP, porém néo foi significativo quando
comparado ao grupo controle. Contudo, ao comparar o grupo controle com os
grupos tratados, o ascorbato e o tempol resultaram em uma reducgao significativa na
concentragcdo de MDA. Ainda, o grupo CLP comparado aos grupos tempol e
ascorbato demonstraram uma diferencga significativa.

Devido a intercorréncias com o equipamento, ndo foi possivel realizar a
analise na metodologia de HPLC.
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Figura 7: Resultados da concentragdao de MDA em amostras de hemacias, método de
TBARS. A analise realizada foi ANOVA de uma via com teste de post hoc de Dunnett (n = 6 - 8).
Os dados sao apresentados com média + erro padrdo da média * P < 0,05 para comparagao
com grupo controle e # P < 0,05 em comparagéo ao grupo séptico.

3.1.2. Coragao

Durante a andlise por TBARS, no coragdo (Figura 8) observou-se um
aumento significativo na quantidade de MDA do grupo CLP quando comparado ao
grupo controle. J& em relagdo aos grupos que receberam tratamento, observa-se
que o0s grupos ascorbato, tempol e glutationa ndo apresentaram diferencas
significativas em seus niveis de MDA em relagdo ao grupo controle ou CLP. O que
sugere um possivel efeito antioxidante agudo (em 2 horas) apés o tratamento com
estas drogas. Ja na analise realizada por HPLC (Figura 8), nota-se que os grupos
CLP e os tratados, ascorbato, tempol e glutationa, ndo demonstram diferencas
significativas entre si. Nota-se diferenga significativa na concentracédo de MDA entre
os grupos controle e CLP. Novamente sugerindo um possivel efeito antioxidante dos
tratamentos sobre o grupo CLP.

Ao comparar os resultados dos dois métodos de quantificagcdo de MDA no
coragao (Figura 8), observou-se uma pequena divergéncia nos achados referentes
aos grupos tratados. Enquanto a analise por TBARS sugeriu um pequeno aumento
significativo de MDA pelos tratamentos de tempol e de glutationa quando
comparados ao grupo controle, e redugdo em relagdo ao grupo CLP, a analise por
HPLC n&o corroborou com estes achados. Pelo método padrao-ouro, HPLC,
nenhum dos grupos tratados apresentou diferenca estatisticamente significativa nos
niveis de MDA quando comparados diretamente ao grupo CLP ou controle.
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Figura 8: Concentragdes de MDA no coragdao medidas por TBARS e por HPLC. A anadlise
realizada foi ANOVA de uma via com teste de post hoc de Dunnett (n = 7 - 8). Os dados séo
apresentados com meédia + erro padrdo da média * P < 0,05 para comparagdo com grupo
controle.

Os niveis de MDA sao comparados nas duas metodologias, HPLC e TBARS,
obteve-se a correlagao ilustrada na figura 9. A correlagdo de Pearson demonstrou
uma correlagdo positiva (R = 0,94; Slope = 0,1,1) entre a mensuragéo pelos dois
meétodos. Sugerindo que os valores obtidos em cada metodologia sdo muito
proximos, sugerindo que o TBARS avalia basicamente MDA, com pouca
interferéncia de outros compostos.
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Figura 9: Correlagdo entre niveis de MDA no coragao medido
pelas duas técnicas. A analise realizada foi ANOVA de uma via com
teste de post hoc de Dunnett (n = 29). Os dados s&o apresentados
com média  erro padrao da média.

3.1.3. Figado

Na figura 10 observa-se que a metodologia de TBARS possibilitou a
visualizagédo de diferengas significativas nos niveis de concentragdo da molécula de
MDA entre os grupos controle e CLP. Aparentemente o tratamento ndo apresentou
diferenga significativa do CLP ou do grupo controle. Tais dados sugerem que o
tratamento reduziu o dano de estresse oxidativo apds o CLP, impedindo o aumento
de MDA ou reduzindo o mesmo, considerando que foi um tratamento agudo. Na
analise realizada por HPLC (Figura 10), observa-se que os grupos apresentam o
mesmo perfil de comportamento: os grupos controle e tratamento; No entanto ndo
foram observadas diferencgas estatisticamente significativas .

Durante a comparacdo dos resultados entre as duas metodologias na
quantificacdo de MDA no figado (Figura 10), € observado uma pequena divergéncia
nas concentracbes encontradas, porém mantém uma analise semelhante de
proporgcao entre as duas metodologias. Observa-se que o grupo CLP é o grupo que,
em ambas metodologias, apresenta maior concentragdo de MDA, seguido do grupo
controle.
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Figura 10: Concentragdoes de MDA no figado medidas por TBARS e por HPLC. A analise
realizada foi ANOVA de uma via com teste de post hoc de Dunnett (n = 7 - 8). Os dados séo
apresentados com média + erro padrdo da média * P < 0,05 para comparagao com grupo
controle.

Os niveis de MDA sao comparados nas duas metodologias, HPLC e TBARS,
obteve-se a correlagao ilustrada na figura 11. A correlagdo de Pearson demonstrou
uma correlagao positiva forte (R = 0,93; Slope = 0,96) entre os niveis de MDA
quantificados por HPLC e TBARS no tecido hepatico. Sugerindo baixa interferéncia
de outros compostos na analise de TBARS, e demonstrando uma boa correlagao
entre os resultados obtidos entre as técnicas.
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Figura 11: Correlagao entre niveis de MDA no figado medido
pelas duas técnicas. A analise realizada foi ANOVA de uma via
com teste de post hoc de Dunnett (n = 31). Os dados sao
apresentados com média * erro padrdo da média.

3.2 CORRELACAO ENTRE PRESSAO E AMOSTRAS

3.2.1 Coragao

Na figura 12, observa-se a correlagdo entre os niveis de MDA e a pressao
arterial basal dos animais. Os pontos pertencentes ao grupo controle, pontos azuis,
estdo correlacionados a pressao arterial mais elevada e o menor valor de
concentragbes de MDA, enquanto os pontos correspondentes ao grupo CLP, pontos
vermelhos, sao caracterizados por valores mais altos de MDA e presséao arterial
mais baixa. O valor de R = 0,775 corrobora com a correlagao entre pressao arterial
e niveis de MDA.

3.2.2 Figado

Ao observar o grafico referente ao tecido hepatico (Figura 12), infere-se a
inexisténcia de uma correlagcéo entre pressao arterial e quantidade de MDA, visto
que os pontos referentes ao grupo CLP e ao controle estdo, em sua maioria, juntos.
O valor de R = 0,18 corrobora esse achado. Ambos grupos caracterizam-se por
niveis baixos de MDA e pressao variavel: o grupo controle apresenta prevaléncia de
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seus pontos com pressdo mais elevada, enquanto o grupo septico em maior parte
manifesta menor presséo. Tais dados sugerem que ndo existe uma correlagéo direta
entre os niveis de MDA hepaticos e a pressao arterial no contexto dos animais
sépticos que analisamos.

Coragao Figado
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Figura 12: Correlagdo entre niveis de MDA e pressao arterial. A
analise realizada foi ANOVA de uma via com teste de post hoc de
Dunnett (coragéo: n controle = 7; n CLP = 6 / figado: n controle = 5;
n CLP = 8 ). Os dados s&o apresentados com média + erro padrao
da média.

4. DISCUSSAO
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Os principais achados deste trabalho foram: 1 - o tratamento agudo com
antioxidantes reduziram a concentragao (ou impediram aumento) de MDA no figado,
hemacia e coragdo. 2 - Conforme ampla literatura, a inducdo de sepse resultou em
aumento das concentracbes de MDA nos tecidos analisados, no entanto nio foi
verificado aumento de MDA nas hemacias. 3 - A comparacao entre as técnicas de
medida de MDA, TBARS e HPLC mostrou altissima correlacdo entre ambas,
sugerindo que a seletividade do TBARS, quando avaliado por fluorescéncia, € alta,
indicando que o produto medido € MDA em sua imensa maioria. Neste contexto, a
principal diferenga entre as técnicas utilizadas é a sensibilidade para quantificagao
de baixas concentragdes de MDA.

Os dados obtidos através das duas metodologias corroboram que o choque
séptico desencadeia um quadro severo de estresse oxidativo, cujas manifestagdes a
sensibilidade aos antioxidantes e respostas teciduais responderam de formas
distintas. As concentracbes de MDA quantificadas neste estudo sugerem que o0s
antioxidantes, mesmo usados agudamente, sao capazes de diminuir o estresse
oxidativo, aqui medido por MDA. De forma mais minuciosa, na analise das hemacias
por TBARS (Figura 7), observou-se o aumento nao significativo de MDA no grupo
CLP, quando comparado ao controle, possivelmente indicando que a peroxidagao
lipidica pode nao ter sido presente nesta amostra durante as 12 horas de
experimento, ou que os mecanismos de defesa antioxidante intrinsecos dos
eritrocitos foram suficientes para conter o dano inicial. No entanto, houve redugao
significativa de MDA nos grupos tratados com ascorbato e tempol, sugerindo um
efeito protetor nas hemacias. A auséncia de resposta no grupo tratado com
glutationa (GSH) pode ser explicada devido a baixa permeabilidade a membrana
celular, de forma que pode néo ter sido eficientemente internalizada pelas hemacias.
Em contrapartida, moléculas menores como o ascorbato e o tempol apresentam
maior capacidade de ultrapassar a membrana plasmatica, o que explicaria sua
maior eficacia em reduzir os marcadores de dano oxidativo diretamente no ambiente
intracelular.

No tecido cardiaco e hepatico, a analise por TBARS e por HPLC (Figura 8 e
10) revelaram um aumento significativo de MDA no grupo CLP, o que ja era
esperado em modelos de choque séptico. Ja os grupos ascorbato, tempol e
glutationa ndo apresentaram diferengas significativas em seus niveis de MDA em
relagdo ao controle ou CLP, sugerindo que tais tratamentos foram capazes de atuar
sobre o dano oxidativo no tecido cardiaco, reduzindo as concentracées de MDA
esperadas para o grupo CLP. Em conjunto, estes dados corroboram os dados
prévios obtidos por Moreira, D.H 2024, no qual ocorreu aumento de MDA apéds a
inducédo por CLP e o tratamento com tempol foi eficaz para reduzir a concentragao
do mesmo.

A validagdo cruzada entre as metodologias HPLC e TBARS confirmou a
robustez dos dados: apesar das diferencas de sensibilidade e especificidade de
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cada técnica, ndo avaliadas de forma plena neste trabalho, ambas revelaram o
mesmo perfil de resposta biolégica. A analise da comparagcdo de resultados de
quantificacdo de MDA cardiaco (Figura 9) e hepatico (Figura 11) demonstrou uma
correlagao positiva significativa entre a concentragdo de MDA mensurada por HPLC
e TBARS. Tais dados demonstram maior relacdo que outros presentes na literatura
(Tsikas, 2017; Seljeskog et al., 2006)

Assim, metodologias utilizadas neste estudo apresentaram resultados com
altissima correlagdo entre si. Ambas as técnicas foram capazes de detectar
alteragdes no perfil oxidativo de cada amostra analisada, sendo possivel observar
uma correlacdo positiva entre os resultados, no qual o método de TBARS
acompanhou o perfil dos dois tecidos quando comparado ao padréao ouro. Embora o
ensaio TBARS apresente-se como uma ferramenta acessivel financeiramente e
facilmente aplicavel, pode apresentar interferéncias, mas, conforme dados aqui
apresentados, pode ser um técnica que a interferéncia € muito menor que o
esperado, gerando resultados com elevada especificidade para MDA. Por outro
lado, o HPLC oferece sensibilidade e especificidade através da cromatografia de
alta eficiéncia, caracterizando sua leitura como padrao-ouro, no entanto, sua
implementacgao torna-se limitada devido ao alto custo e complexidade da técnica.

Por fim, o grafico de correlagcdo de Pearson (Figura 12), que utiliza da
associacado entre o dano oxidativo tecidual e a pressao arterial, demonstrou uma
correlagdo positiva forte (R = 0,77; Slope = -5,6) entre os niveis de MDA
quantificados por HPLC e por pressao arterial no tecido cardiaco. Infere-se que os
animais que apresentam maiores concentragcbes de MDA tendem a apresentar
valores menores de pressao arterial, sugerindo uma relagdo direta entre a
intensidade do estresse oxidativo causado pela peroxidagao lipidica, e a alteragao
da pressao arterial. No entanto, tal correlacdo nao ocorreu no figado, ao observar o
grafico referente ao tecido hepatico (Figura 12). Infere-se a inexisténcia de uma
correlacdo entre pressao arterial e quantidade de MDA, visto que os pontos
referentes ao grupo CLP e ao controle estdo, em sua maioria, juntos. O valor de R
= 0,18 corrobora esse achado.

5. CONCLUSAO

A inducdo de sepse por CLP resultou em aumento de estresse oxidativo no
figado e coragdo, quantificado através do MDA. O tratamento com antioxidantes,
agudamente, reduziu o MDA nestes tecidos. As técnicas de quantificagdo de MDA,
TBARS e quantificagdo via HPLC foram igualmente eficazes em quantificar e
apresentaram alta correlagéao.
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