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GLICEMIA, TEMPERATURA E VARIAVEIS HEMATOLOGICAS COMO BIOMARCADORES EM
MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE EM CAMUNDONGOS

Como citar:

Knebel SC, Sulzbacher LM, Sulzbacher MM, Fiorin PBG, Ludwig MS, de Oliveira VA. et al. Glicemia,
temperatura e variaveis hematologicas como biomarcadores em modelo experimental de sepse em
camundongos. Rev. Contexto & Salde. 2026;26(51):e15465

RESUMO:

A sepse € uma condicdo em que ocorre uma infeccdo e inflamacéo generalizada, resultando em
disfuncdo de maultiplos érgdos. Nosso estudo propde avaliar se a temperatura, peso corporal,
glicemia, pardmetros hematol6gicos e suas relagdes podem ser utilizados como biomarcadores
em modelo experimental de sepse em camundongos. Realizamos um estudo experimental, em
modelo animal, que utilizou camundongos divididos em dois grupos distintos: grupo controle
(CTRL) e grupo sepse (SEP). Os animais do grupo controle receberam solucdo fisiolégica
0,9%, enquanto os animais do grupo sepse receberam injecao intraperitoneal de solucéo fecal
20% (1mg/g). Ao longo do protocolo do experimento avaliamos biomarcadores clinicos e
laboratoriais nos tempos de 0, 04, 12 e 24 horas. Demonstramos que ja no periodo de 04 horas
apos a inducdo da sepse, observou-se hipotermia e a diminuicdo de glicemia no grupo sepse em
relacdo ao controle. No tempo de 24 horas, observamos reducdo nos valores de Volume
Corpuscular Médio (VCM) e contagem de plaquetas nos animais do grupo sepse. Além disso,
identificamos um aumento na razdo neutrofilo, linfocito, plaqueta (NLPR). Desta forma,
demonstramos que a hipotermia, glicemia, e os parametros hematoldgicos podem ser utilizados
como biomarcadores importantes no diagndstico e monitoramento da sepse.

Palavras-Chave: Sepse; Marcadores Clinicos; Hematologia; Camundongo.

INTRODUCAO

A sepse é uma condicdo em que ocorre uma infeccdo e inflamacdo generalizada,
resultando em disfuncéo de multiplos 6rgéos. Trata-se de uma disfungdo orgéanica com risco de
vida causada por uma resposta desregulada do organismo a infec¢do que é diagnosticada a partir
de dois ou mais pontos no escore Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)Y, que pode

indicar disfuncdes, cardiovascular, hepatica, renal, respiratoria, neurologica ou na coagulagéo
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sanguinea. Indubitavelmente, a conceitualizacdo e os métodos de prevencdo de sepse sdo
idealizados para que se possa entender a gravidade da condicdo infecciosa, compreender 0s
graus de evolucdo e sua caracterizacdo é ideal para que haja um diagnostico precoce e
discernimento acerca da sepse.

Segundo dados estimados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a sepse atinge
cerca de 49 milhdes de pessoas todos os anos, resultando em uma mortalidade de
aproximadamente 11 milhdes desses casos. Dentre os principais focos infecciosos que
desencadeiam a sepse, as infeccdes de origem abdominal ocupam uma posicdo destacada‘®.
Além disso, ha um aumento na incidéncia da sepse, 0 que € significativamente evidente em
idosos e pacientes com comorbidades. Estimativas conservadoras indicam que a sepse € uma
das principais causas de mortalidade e doenca grave em todo o mundo®©.

Conforme o Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS), estima-se que h& 240 mil
Obitos por sepse anualmente nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) brasileiras, ressaltando
a necessidade de implementacdo de biomarcadores preditivos para aprimorar a capacidade do
sistema de saude em antecipar, diagnosticar e intervir precocemente em condi¢es criticas de
sepse®™.

Nessa perspectiva, ha uma evolugdo linear da apresentacdo clinica de pacientes
sépticos, comecando com um quadro clinico de Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica
(SIRS) regredindo o quadro clinico e laboratorial até choque séptico. Contudo, ha caréncias de
biomarcadores para predicdo e progndstico®. A abordagem de dados clinicos e laboratoriais
revela-se altamente favoravel no sentido de aprimorar a capacidade de predizer a evolugdo e
mortalidade em pacientes com sepse, expressando a capacidade de antecipar ou determinar um
desfecho futuro com base em evidéncias.

A analise e interpretacdo precisa de biomarcadores clinicos e laboratoriais
desempenham um papel fundamental na avaliacéo, estratificacdo e monitoramento do estado
de saude dos pacientes, contribuindo significativamente para a melhoria do progndstico. Dentre
os diversos biomarcadores laboratoriais, destacam-se os parametros hematoldgicos e suas
relagdes, 0s quais sdo de elevada sensibilidade e especificidade para o rastreamento de sepse,
além de terem custos relativamente baixos, com ampla aplicabilidade e curto tempo de resposta.

Nesse sentido, pode-se observar que desde o inicio do quadro septico estes biomarcadores seréo

Revista Contexto & Saude - Editora Unijui — ISSN 2176-7114 — V. 26 — N. 51 — 2026 — 15465



4

GLICEMIA, TEMPERATURA E VARIAVEIS HEMATOLOGICAS COMO BIOMARCADORES EM
MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE EM CAMUNDONGOS

sensiveis para avaliar as respostas corporais, que auxiliam tanto para o diagndstico quanto para
a progressao e desfecho da doenca.

Ademais os biomarcadores clinicos, como temperatura e peso corporal, assim como a
glicemia (biomarcador laboratorial), também desempenham papéis importantes na avaliacéo da
salde e no prognostico de diversas condigdes. A glicemia é um indicador crucial para o
diagnostico e acompanhamento do estado metabolico, a temperatura corporal reflete mudancas
que podem indicar doencas ou infeccbes, e 0 peso corporal € um marcador da condicao
nutricional e equilibrio energético. Assim, como os biomarcadores utilizados na detecgdo da
sepse, essas medidas podem fornecer informagfes precisas para diagnostico precoce,
monitoramento da progressao da doenca e previsao de desfechos clinicos.

A média de idade da populacdo acometida por sepse no Brasil é de cerca de 65 anos de
idade segundo o Gltimo relatério nacional do ILAS (2024)®, sendo que a sepse se apresenta de
forma mais severa na populacdo idosa, 0 que acarreta em maiores taxas de mortalidade,
provavelmente resultantes da presenca de doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNTSs), que
estdo relacionados com modificacdes em parametros cardiovasculares, respiratérios e
metabdlicos. Portanto, a monitoracdo de variaveis do hemograma, observando as modificacdes
no leucograma (aumento ou diminuicdo da resposta inflamatoria), e a diminuicéo da contagem
de plaquetas circulantes sdo sensiveis a uma infeccdo microbiana com disfungées sistémica.
Ainda, é possivel a mensuracao na relacdo entre leucécitos e plaquetas, o que também apresenta
perspectivas para a monitoragdo de processos inflamatérios agudos e severos como a sepse®.

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar se a temperatura, peso
corporal, glicemia, pardmetros hematoldgicos e suas relagdes podem ser utilizados como

biomarcadores em modelo experimental de sepse.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo experimental in vivo, em modelo animal, utilizando

camundongos da linhagem C57BL/6.
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Animais

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUI) sob parecer
namero 008/21 (anexo A), sendo utilizados 32 camundongos da linhagem C57BL/6, machos e
fémeas, com cerca de 210 dias de idade, provenientes do Biotério UNIJUI.

Os animais foram mantidos em gaiolas, em ambiente com temperatura controlada
(24+2°C), com ciclos de claro/escuro de 12 horas. Todos 0s grupos experimentais receberam
racdo padronizada para animais de laboratorio (Nuvilab CR-1) em comedouros localizados nas
tampas das gaiolas e agua potavel ad libidum. O estudo respeitou os principios éticos
estabelecidos pela diretriz brasileira para o cuidado e utilizacdo de animais em atividades de

ensino ou pesquisa cientifica.
Delineamento Experimental

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, Controle (CONT, n=12),
submetidos a sepse (SEP, n= 20), conforme ilustrado na Figura 1. No inicio do experimento
(tempo 0) ocorreu administracdo de solucdo fecal 20 % para a mimetizacdo da sepse (grupo

sepse), e para o grupo controle foi administrado solucéo fisioldgica.
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Figura 1 - Delineamento para a realizacdo do projeto; Controle (CONT), submetidos a sepse (SEP).

s
LEGENDA A oy
@ cruros » .

ooy o % /s

INTERVENCAQ oo
O ivrmvene w8 i,
(> N'DEANIMAIS i o 7 1

-
~
Berssrnsnnns

Grupo Controle

Inje¢do intraperitoneal de
solugao fisiologica 0,9%

Injeciio intraperitoneal de
solugao fecal 20% (1mg/g)

)

T i
\/\l’l 2() I i o

h-—...a

Fonte: Elaborada pelos autores.

Os animais foram avaliados quanto a glicemia, peso, hemograma e temperatura, antes
(Tempo 0), 04, 12 e 24 horas apds a inducdo da sepse. Em seguida, os animais foram
eutanasiados para a coleta de sangue e posterior determinagdo de hemograma, conforme
ilustrado na figura 2.

Figura 2 - Delineamento cronolégico da mimetizacéo e intervencdo, nos tempos de 0 a 24 horas.
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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Protocolo Experimental De Sepse

Os animais submetidos a sepse receberam solucdo fecal 20% (200mg/mL) via
intraperitoneal na dose de 1 mg/g, enquanto os animais do grupo controle receberam solucéo
fisiologica 0,9% (SuL/g)®. A peritonite é uma alternativa para estabelecer um quadro de
infeccdo generalizada®, e mimetizar um quadro grave de sepse®®. Este modelo de sepse, com
administracdo intraperitoneal de solucdo fecal autdgena, mimetiza uma infeccdo com as
bactérias comensais do sujeito infectado, e submete 0os mesmos a um quadro grave de infeccéo

sistémica®101D),
Analises Hematologicas

O sangue foi acondicionado em tubo com anticoagulante (EDTA) para determinacgéo
dos parametros hematologicos (5uL de EDTA, para cada 500 pL de sangue). Para a
determinacdo automatizada foi utilizado o analisador hematolégico ABX Micros 60 (Horiba),
seguindo as recomendacdes do fabricante, na qual foram obtidos os seguintes parametros:

-Eritrograma: contagem de eritrocitos (RBC), hematocrito (HCT), volume corpuscular
médio (VCM), coeficiente de variacdo da amplitude de distribuicdo dos eritrocitos (RDW),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM).

-Leucograma: contagem global de leucocitos (WBC), contagem absoluta de
neutrofilos (#NEUT), eosindfilos (#EOS), baséfilos (#BASO), linfocitos (#LINF) e mondcitos
(#MON).

-Plaquetograma: contagem de plaquetas (PLT)(?),

Para as analises hematoldgicas as amostras foram diluidas em 1:3 com solucéao
fisiolégica 0,9% e as avaliagdes realizadas em triplicata. Na sequéncia a realizacdo de
distensbes hematoldgicas em lamina, corados com coloracdo Giemsa e May Grunwaldt
(Newprov), que foram analisadas por profissional com experiéncia na area, para confirmacéo

dos dados automatizados.
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Para as determinacfes das razGes hematologicas, foram realizadas as formulas explicitas

abaixo.

AISI: indice Agregado de Inflamacéo Sistémica. *Contagem Absoluta.

AISI = *NEUTROFILOS * “MONOCITOS * *PLAQUETAS
*LINFOCITOS

RML: Relagdo Mondcito Linfécito. “Contagem Absoluta.

RML = *MONOCITOS
*LINFOCITOS

NLPR: Relacdo Neutréfilo Linfécito Plaqueta. *Contagem Absoluta.

NLPR = *NEUTROFILOS *100
*LINFOCITOS * *PLAQUETAS

RNL: Relacdo Neutréfilo Linfécito. *Contagem Absoluta.

RNL = *NEUTROFILOS
*LINFOCITOS

RPL: Relagdo Plaqueta Linfécito. *Contagem Absoluta.

RPL = *PLAQUETAS
*LINFOCITOS

SlI: indice de Inflamag&o Imunoldgica Sistémica. *Contagem Absoluta.

Sl = *NEUTROFILOS * *PLAQUETAS
*LINFOCITOS

SIRI: Indice de Resposta de Inflamag&o Sistémica. *“Contagem Absoluta.

SIRI = *NEUTROFILOS * #MONOCITOS
*LINFOCITOS
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Afericéo de Glicemia, Temperatura Retal e Peso Corporal

Para a obtencdo dos valores de glicemia sanguinea, foi realizada afericdo por puncao
na parte distal da cauda (~5uL), a partir da utilizacdo de glicosimetro OptiumXceed®. A
temperatura retal foi mensurada com termémetro digital e o valor de peso corporal foi obtido

em balanca semi-analitica.
Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados em programa de analise estatistica GraphPad Prism 8,
qguanto a normalidade com o teste de Shapiro-Wilk, posteriormente realizacdo de teste de
Outlier e expressos em medidas de tendéncia central (média) e dispersdo (desvio-padrao). Os
resultados das variaveis mensuradas ao longo do tempo foram comparados entre 0s grupos por
ANOVA de duas vias (tempo X intervencdo). Os parametros que ndo sao de medidas repetidas
foram testados quanto a normalidade e utilizado o teste adequado (Teste T Student ou Mann-
Whitney) e a Curva Receiver Operating Characteristic (Curva ROC) foi construida pelo valor

de probabilidade predita. Considerou-se diferenca estatisticamente significante P< de 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nossos resultados identificamos a diminuicdo da temperatura e da glicemia ja no
periodo de 4 horas apds a inducdo da sepse, de forma que os animais do grupo sepse entram em
quadro de hipotermia e diminuicdo da glicemia em curto periodo de tempo, demonstrando que
tanto o parametro clinico temperatura e o pardmetro laboratorial glicemia apresentaram

sensibilidade para identificar a sepse.
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Figura 3 - Parametro clinico e laboratorial no tempo de 04 horas (A e B) e ao longo das 24 horas (C e D) apés a

inducéo.
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Legenda: Controle (n=12); Sepse (n=20). *P<0,05.
Fonte: Elaborada pelos autores.

Em relacdo a temperatura, evidenciada na figura 3A, a sepse levou a hipotermia 04
horas ap6s a inducdo, sendo que frequentemente representa uma resposta do sistema
termorregulatorio do corpo, indicando a reagédo a sepse como resultado da resposta inflamatéria

descontrolada. Ressaltando a notavel alteracdo com que a resposta inflamatoria descontrolada
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afetou o equilibrio térmico do organismo, destaca-se a relevancia para a realizagdo de
monitoramentos precoces de temperatura dentro desse periodo para uma predicdo eficaz da
sepse.

Segundo Zhao e Zhang (2024), a temperatura corporal € um marcador eficaz para
avaliar a gravidade da doenca, a sepse em questdo®?. Alguns estudos relatam que pacientes
com sepse podem apresentar fungdes afetadas do sistema nervoso central, afetando o equilibrio
no eixo hipotalamo-hipofise e, consequentemente, ha o comprometimento da secrecdo de
hormoénios neurohipofisarios, como os vasopressores41®). Esse desequilibrio hormonal
impacta a capacidade do corpo em regular a pressdo sanguinea e pode ter um papel na
ocorréncia de hipotermia, pois a vasoconstricdo eficaz € essencial para manter a temperatura
corporal adequada e pode ser prejudicada devido a disfuncdo hormonal.

De acordo com pesquisa, a hipotermia pode auxiliar sendo um preditor de diagndstico
de mortalidade em pacientes ndo idosos com sepse. A relacdo entre a hipotermia e desfechos
desfavoraveis, como 06bitos, salienta a necessidade de uma abordagem clinica de predicdo e
reconhecimento das particularidades de cada paciente, utilizando de aspectos clinicos, como a
temperatura para auxiliar em um diagnostico rapido e preditivo de sepse®.

Ademais, um estudo subsequente avaliou o impacto da temperatura corporal anormal
em relagdo a gravidade e resultados de pacientes sépticos, concluindo que a hipotermia < 36,5
°C foi associada a um aumento da taxa de mortalidade e faléncia de 6rgdos, independentemente
de ocorréncia de choque séptico ou nao. Nesse contexto, esses achados destacam a relevancia
critica do monitoramento da temperatura e por consequéncia a regulacdo térmica na evolucao
clinica de pacientes sépticos. Além disso, reforcam a consideragdo da hipotermia como um fator
prognostico relevante, tanto para diagndstico quanto para predizer agravos na sepse*”.

Como evidenciado na figura 3B, a diminuicdo da glicemia no grupo séptico ja em 04
horas apds a indugdo é de relevancia clinica, destacando ainda que este biomarcador laboratorial
se mantém em menor concentracdo ao longo das 24 horas do experimento, conforme a figura
3D. Conforme investigacdo anterior, a reducdo na glicemia, assim como a hipoglicemia
ocorrem frequentemente em pacientes com sepse. Além disso, os autores descrevem que nos
estagios iniciais da sepse ha uma associacao entre a ocorréncia de hipoglicemia com a gravidade

da doenca, sendo que aumenta a mortalidade e prolonga a hospitalizacdo de pacientes
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sépticos™®). Sendo assim, estudo anterior, associa a hipoglicemia ao aumento da gravidade e a
alta mortalidade em pacientes com sepse grave, associando assim pacientes sépticos com
hipoglicemia a uma elevada taxa de mortalidade®. Desse modo, a hipoglicemia precoce no
paciente com sepse, tem importancia tanto no diagndstico como no prognostico, idealizando a
rapidez com a qual evolui, assim como suas implicagOes diretas para predizer agravos e
sobrevida.

Em relacdo a figura 3, as analises dos parametros da temperatura (A) e glicemia (B),
destacam que em 04 horas 0 grupo sepse j& obteve diminuicdo da glicemia e hipotermia, e ao
longo das 24 horas, figura 3 (C e D), houve significancia nesses pardmetros no grupo sepse em
relacdo ao controle. Estudos ja relatam que durante a admissdo em UTI a apresentacdo de
hipotermia em pacientes pode predizer mortalidade hospitalar®®, corroborando assim,
pacientes hipoglicémicos sépticos apresentam risco ligeiramente aumentado de mortalidade
hospitalar®®. Ao considerar um tratamento inicial nos pacientes com sepse, que ja apresentam
hipotermia e/ou hipoglicemia logo no inicio do monitoramento da sepse, abre-se uma
perspectiva promissora para a reducdo da mortalidade hospitalar.

Avaliando glicemia e temperatura ao longo das 24 horas experimentais (Tabela 1),
observamos que a glicemia durante 20 horas demonstrou significancia clinica na sua aferigao
de pacientes sépticos em relagdo ao grupo controle, obtendo niveis significativos no tempo de
04, 12 e 24 horas ap6s a indugdo, sendo relevante ndo apenas para o diagndstico, mas também
para o monitoramento e prognostico da sepse. Diferente da glicemia, a temperatura mostrou-se
reduzida no grupo sepse nos tempos 04 e 12 horas apos a inducao, indicando um quadro clinico
de hipotermia nos animais. J4 em relacdo ao peso corporal, ndo houve valores significativos em
nosso estudo.

Nesse sentido, a hipotermia ja nos tempos de 04 e 12 horas ap0s a inducdo ocorre em
consequéncia da reducdo da capacidade cardiaca e da manutencdo da pressdo arterial, pois
podem ser identificadas em um modelo experimental de sepse induzida por peritonite,
conduzindo a uma diminui¢cdo na pressdo sanguinea e, como resultado, a ocorréncia de
hipotermia®1%2)_ A peritonite afeta as células e tecidos, resultando na fragilizacdo dos vasos
sanguineos, consequentemente pode levar a uma diminuicdo do volume de sangue circulante a

medida que o plasma extravasa do espaco intravascular. 1sso, por sua vez, ocasiona disfuncéo
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no sistema cardiovascular®®, que, por fim, pode levar a hipotermia. Ressalta-se que esses
mecanismos podem ser observados em pacientes, destacando a necessidade de uma
compreensdo abrangente e de intervencdes eficazes.

Pesquisa anterior destacou a frequéncia com que complicagdes renais, cardiacas,
hepaticas e de bacteremia sdo elevadas em pacientes hipoglicEmicos. Em sua andlise, entre 48
pacientes sépticos com hipoglicemia e consequentemente complicagdes adquiridas na UTI, 31
desses pacientes obtiveram eventos hipoglicémicos leves antes das complicagdes na unidade,
ou seja, predizendo riscos??. Esse estudo evidencia as complicagdes que podem ocorrer devido
a hipoglicemia, ou seja, esses niveis podem auxiliar para predicdo de complicacdes em
pacientes sépticos. Por conseguinte, analisado em nossa pesquisa com significancia j4 nos

tempos de 04, 12 e 24 horas apods a indugdo de sepse.
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Tabela 1 - ParAmetros clinicos e laboratorial expressos em medidas de tendéncia central (média), dispersdo (desvio-padréo) e valor de P relacionado ao tempo de 0 a 24 horas
de experimento.

PARAMETROS 0 HORAS P Value 04 HORAS P Value 12 HORAS P Value 24 HORAS P Value
CONTROLE  SEPSE CONTROLE  SEPSE CONTROLE  SEPSE CONTROLE  SEPSE
Média e Desvio Padréo Média e Desvio Padréo Média e Desvio Padréo Média e Desvio Padréo
GLICEMIA (mg/dI) 12771"35* 13?54"792* 0,1855 1317,3; 8555; <0,0001* 13531’9821' 625‘,‘15; <0,0001* %26921' gg:ig’—' <0,0001*
TEPSRATURA OLs S0 gy T2 ML o TS WL ome TET 0 BET oo
TSOCORRORAL  0Ze Mo g BEr BI: aom DL BT ogw BEE BET o

Legenda: P Value: Valor de P. *P<0,05.
Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tabela 2 - Associacdo entre parametros hematoldgicos e suas relacdes expressos em medidas de tendéncia
central (média), dispersdo (desvio-padrao) e valor de P relacionado ao tempo de 24 horas de experimento.

PARAMETROS 24 HORAS
CONTROLE SEPSE

Média e Desvio Padrédo

P Value

RBC (milhdes/mm3) 6,307+1,345 7,013+2,328 0,4419
HGB (g/dL) 9,767 +1538 10,53+3,043 0,5095
HCT (%) 28,50 £6,203 30,70 +10,78 0,6029
VCM (u3) 4518 +1,762 4359+1,261 0,0266*
RDW (%) 16,18 £1,325 15,96 +1,482 0,7417
HCM (pg) 1570 £1,465 14,56+0,6844 0,0554
CHCM (%) 34,78 +3,679 33,35+2,084 0,3492
WBC (mm3) 4567 + 1817 3060 +1826  0,0897
#NEUT (mm3) 793,3+544,1 727,0+4434 0,7804
#MON (mm?3) 112,3+117,7 19,00 £22,26  0,0802
#LINF (mm3) 3612 + 1352 2327 + 1486 0,073

RNL (mm3/ mm3) 0,203+0,109 0,377+0,266 0,1135
RML (mm3/ mm3) 0,030 £0,030 0,033+0,037 0,7811
RPL (mm3/ mm3) 0,300 +£0,092 0,519+0,399 0,1285
NLPR (mm3/ mm3/ mm3) 0,020 £0,010 0,040 +0,013 0,0028*
SH (mm3/ mm3/ mm3) 211,8+119,4 290,0+213,7 0,3521
AISI (mm3/ mm3/ mm3 mm3) 31081 + 25805 25564 + 28395 0,7103
SIRI (mm3/ mm3/ mm3) 28,25+23,05 34,71+37,72 0,7058
PLT (mil/mm3) 1077 £97,48  763,8 +190,3 0,0007*

Legenda: ¥*P<0,05. RBC: Red Blood Cells. HGB: Hemoglobina. HCT: Hematocrito. VCM: Volume Corpuscular
Médio. RDW: Red Blood Cell Distribution Width. HCM: Hemoglobina Corpuscular Média. CHCM:
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média, WBC: White Blood Cells. #NEUT: Neutrofilos. #MON:
Mondcitos. #LINF: Linfocitos. RNL: Relagdo Neutrofilos Linfocitos. RML: Relagdo Monocitos Linfocitos.
RPL: Relagdo Plaqueta Linfocito. NLPR: Relacao Neutrofilos, Linfocitos, Plaquetas. SII: Systemic
Inflammation Index, (Neutrofilo*Plaqueta)/Linfocito. AISI: Aggregate Index of Systemic Inflammation,
(Neutrofilo X Mondcito X Plaqueta)/Linfocito SIRI: Systemic Inflammation Response index, (Neutrdofilo X
Mondcito)/Linfocito. PLT: Plaquetas.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Na avaliacdo laboratorial do hemograma (Tabela 2), observamos que o Volume
Corpuscular Médio (VCM) apresentou reducao no grupo sepse 24 horas apés inducdo. Ja nas
razdes leucocitarias, identifica-se um aumento na razao neutrofilo, linfocito, plaqueta (NLPR),
no tempo de 24 horas. Ademais, no plaquetograma, também houve uma reducdo na contagem
de plaguetas nos animais do grupo sepse.

Quando analisado os parametros hematoldgicos na sepse de 10 voluntarios saudaveis
e 15 pacientes com sepse grave ou choque séptico, sendo que em sua analise ocorreu um
aumento no VCM do grupo séptico em relagdo ao controle®?, Porém, em nosso estudo
observamos uma diminui¢do no VCM nas 24 horas ap6s a indugdo, sendo que a fisiopatologia
da sepse acarreta em uma inflamacdo desregulada, alteracfes no volume e morfologia
eritrocitaria, os quais estdo associados a elevada resposta inflamatdria e microangiopatias®®. A
reducdo do VCM evidencia lesdes eritrocitarias em decorréncia das alteracfes de hipotenséo,
vasodilatacdo e endotélio, demonstrando que alteracfes no tamanho dos eritrécitos estejam
associadas ao processo patolégico da sepse, bem como associar-se com complicacdes,
ressaltando seu papel de biomarcador no acompanhamento de pacientes sépticos.

Em processos infecciosos a contagem de neutrofilos aumenta conforme a progresséo
da doenca inflamatdria, sendo produzidos na medula éssea e liberados na corrente sanguinea
com funcdo de combater infeccBes e inflamacdes®, como por exemplo, a sepse. Na mesma
linha, a contagem de linfécitos reflete o estado imunoldgico do paciente, auxiliando a defender
0 organismo contra infeccdes e doencas, com funcdo de reconhecer e responder patégenos
especificos, multiplicando-se para produzir células que combatem a infeccdo. Ja as plaquetas
realizam sua func&o de hemostasia e auxiliam na resposta imune inata & inflamacao®®.

A NLPR, une esses parametros que sdo indicadores inflamatérios para predizer fatores
de risco e em nossa pesquisa, essa relacao apresentou significancia em 24 horas ap6s inducéo,
em relacdo ao grupo sepse e controle, acarretando em uma elevacdo da NLPR, indicando ja
nesse tempo um prognostico de agravos. Analises demonstram que a NLPR nos dias 1, 3e 5 de
internacdo na UTI foram correlacionaram com mortalidade intra-hospitalar de pacientes com
sepse®”. Sendo assim, em nosso estudo obtivemos dados preditivos de 24 horas no grupo sepse,
obtendo um aumento significante. Contudo n&o obteve a sensibilidade observada em relagéo a

hipotermia e a diminuicdo da glicemia em apenas 4 horas de inducao.
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Deste modo, pode-se observar que as plaquetas desempenharam um papel fundamental
na avaliacdo da resposta, desempenhando um papel crucial na coagulagdo sanguinea, indicaram
24 horas ap0s inducdo valores significativos, que apontaram para uma reducdo notavel na
contagem de plaquetas no grupo sepse em relacdo ao controle. A principio, pesquisas
demonstram que uma desordem frequentemente observada na sepse e em infecgdes agudas € a
reducdo de plaquetas e posterior desenvolvimento de trombocitopenia aguda ?®.

Estudos relatam que as contagens de plaquetas refletem uma avaliacdo confiavel para
o diagndstico de choque séptico durante a primeira semana de internagdao na UT]I, além de que
uma diminuicdo na contagem de plaquetas durante os primeiros 5 dias de hospitaliza¢bes na
UTI foi associada a um risco aumentado de mortalidade®®. Em nossa pesquisa, observamos
um ponto importante relacionado a diminuicdo na contagem de plaquetas em um curto espaco
de tempo, notadamente nas primeiras 24 horas ap6s a inducdo da sepse. Essa observacao
relevante pode ser um sinal precoce de mudangas no estado de saude de pacientes sépticos.
Uma queda acentuada na contagem de plaquetas nesse periodo pode nos alertar para a
possibilidade de choque séptico ou outras condicdes graves.

Hé& doencas com capacidade de levar a coagulacdo intravascular disseminada (CIVD),
sendo uma dessas a sepse, por condi¢cdes da ativacdo patolégica da hemostasia como uma
resposta inflamatdria sistémica. Nessa condicdo, na sepse ha quantidades anormalmente altas
na corrente sanguinea de fator tissular, ou seja, este fator estimula cascatas de reagdes
resultando na CIVD, também ha uma deficiéncia funcional de proteina C ativada, pois a mesma
realiza uma importante funcdo no controle do processo de coagulacdo, isto €, ha uma ativacdo
continua do sistema de coagulagio®?,

A associacdo entre paciente com sepse e a CIVD geralmente é constatada, pois ocorre a
desregulacdo na coagulacdo com a formacdo de trombos que podem comprometer a circulacdo
em capilares sanguineos e agravar a doenca. Corroborando assim, a CIVD se caracteriza pela
ativacdo difusa da coagulacdo intravascular, acarretando a formacao e depdsito de fibrina na
microvasculatura, sendo que esse acimulo pode causar oclusdo de vasos sanguineos, afetando
consequentemente o fluxo sanguineo para os 6rgaos e associado com outras alteraces pode ser

uma consequéncia da faléncia de maltiplos 6rgdos©?.
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Nossos resultados enfatizam a importancia de um monitoramento constante dos
parametros hematologicos, estar atento as alteracbes no VCM, contagem de plaquetas e na
NLPR, pode ser crucial na melhora do prognéstico e consequentemente para um tratamento

eficaz de pacientes septicos.

Figura 4 - Curva ROC ap6s 04 horas de inducdo, glicemia e temperatura.

A} Curva ROC: Glicemia 4 horas B) Curva ROC: Temperatura 4 horas
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T 40+ o 40+
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Especificidade (%) Especificidade (%)

Legenda: AUC: Area sob a curva ROC.
Fonte: Elaborada pelos autores.

No contexto do estudo, a area sob a curva (AUC) da glicemia, figura 4A, identificada
como um indicador de grande potencial, com resultado de 0,8958. Obteve ponto de corte
<123,5mg/dL, demonstrando sensibilidade de 90% e especificidade de 83,33%. Esses
resultados sugerem que a glicemia pode ser uma ferramenta eficaz na identificagdo precoce de
pacientes em risco de desenvolver sepse, especialmente ap6s 4 horas. E crucial destacar que,
para uma avaliagdo mais precisa do risco de sepse, a glicemia deve ser considerada em conjunto
com outros indicadores clinicos.

Em relagdo a figura 4B, a AUC de 0,8889 demonstra que a temperatura também pode
ser um indicador relevante na identificagdo de pacientes com risco de sepse, embora a AUC
seja um pouco menor do que a da glicemia. O ponto de corte de <35,95°C revelou uma alta
especificidade de 100%, o que significa que, quando a temperatura esta abaixo desse valor, as
chances de estar em risco de sepse sdo muito altas. No entanto, a sensibilidade de 77,78% sugere
que ha uma porcentagem de pacientes em risco de sepse que podem nao ser identificados apenas

com base na temperatura.
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Figura 5 - Curva ROC 24 horas ap6s indu¢do, NLPR, VCM e Plaquetas.

A} Curva ROC: NLPR 24 horas B)  Curva ROC: VCM 24 horas
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C) Curva ROC: Plaquetas 24 horas
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Legenda: AUC: Area sob a curva ROC. NLPR: Relagdo Neutréfilo, Linfocito, Plaqueta. VCM: Volume
Corpuscular Médio.
Fonte: Elaborada pelos autores.

A figura 5A, demonstra a AUC de 0,9167 para a NLPR, sendo uma relagao promissora,
no tempo de 24 horas. O ponto de corte estabelecido em >0,03488 mm3 evidenciou uma
sensibilidade de 87,50% e uma especificidade notavel de 100%. Esses resultados corroboram
para avaliar a NLPR como uma ferramenta valiosa para a detec¢do precoce de sepse,
minimizando erros diagnoésticos. Sugere-se que essa relacdo pode ser um indicador robusto na
identificacdo de pacientes em risco de desenvolver sepse.

Destacamos que nossos resultados da figura 5B, demonstram que para o VCM a AUC
de 0,7722, no tempo de 24 horas apos a indugdo, indicam relevancia, embora com uma
sensibilidade ligeiramente mais baixa em comparagdo com a NLPR. O ponto de corte <43,65u°

revelou uma sensibilidade de 60% e uma especificidade de 77,78%. Isso indica que o VCM
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ainda que seja eficaz, seus valores de sensibilidade e especificidade devem ser usados em
conjunto com outros marcadores clinicos para aumentar a precisao diagnostica.

Para os valores de plaquetas, no tempo de 24 horas, demonstrados na figura 5C, com
AUC de 0,9500 notavel, destaca-se seu potencial na identificacdo de sepse. O ponto de corte
<954 mil/mms3, vinculados com os valores de referéncias para camundongos, apresentou uma
sensibilidade de 90%, com uma especificidade de 87,50%. Demonstra-se que as plaquetas tém
uma alta capacidade de predizer mortalidade, em relacdo aos valores de referéncias de
camundongos, mantendo um nivel significativo de especificidade e sensibilidade.

Quando consideramos os resultados das plaquetas em conjunto com os da NLPR, em
24 horas apos a indugdo, revela-se excelente sensibilidade e especificidade, sendo que a
combinagdo desses indicadores clinicos pode ser benéfica para aprimorar a precisdo na
identificagdo de risco em sepse. Em suma, os resultados demonstrados fortalecem a
fundamentagdo de ferramentas disponiveis de pratica clinica na deteccdo precoce desta

condicao critica.

CONCLUSAO

A hipotermia e a diminuigao de glicemia podem ser importantes indicadores precoces e
sensiveis na gravidade da sepse, e podem auxiliar no diagnostico da doenca. Estas variaveis
devem ser associadas aos parametros hematologicos VCM, contagem de plaquetas e indice
NLPR para serem utilizados no monitoramento da sepse e predi¢cdo de agravos da sepse. Desta
forma, nosso estudo evidencia que a hipotermia, glicemia, e os pardmetros hematoldgicos
podem ser utilizados como biomarcadores importantes no diagndstico, bem como no

monitoramento dos agravos da sepse.
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ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVACAO CEUA.

Cominsdo de Ellca
no Uso ao Animnin
fn UNIUI

arne CEUA

CERTIFICADO DE APROVACAO

Comissio de Etica no Uso de Animais da UNIJUI

Certificamos que a proposta miitulada “Efeito Farmocogenomico do
Desbalango de Superoxido no Tratamento da Sepse com HSPS" registrada
com o n" de protocolo 008/21, sob a responsabibidade de Thiago Gomes Heck,
da Univernidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul. - que
envolve a produgio, manuten¢io ou uhlizagio de ammain pertencentes 20 filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou enaino) - encontra-se de acordo com on peecestos da Led n® 11.794. de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n* 6.899, de 15 de jullio de 2009, & com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Amimal
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS - CEUA/UNDUIL, #m reunidio no dia 26/04/2021.

|Finalidade: Pesquisa Espécie animai: Camundongo [sogénico
|Data de protocoio: 10/04/2021 Quantidade: 80

Vigéncia da aulorizagdo: 10/06/2021 2

3111212023 e —

Origem do animal: Biotario Unijui |dade e peso: variavel

’ISLI w@of [t D

Prof” Dr” Lucisua bon Viero
Coordsasdesn da CEUAUNDUL

Comisstio do Etica no Uso de Animinis — CEUAUNDUT

Telefone: (55)3352-0200  Romnl 3234

E-mail: cenn@miji cdu br

Rua do Comérvio, n® 3000, Bairro Universitino, 1jnl/RS - CEP: 98700000
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ANEXO B — Tabela Complementar - Parametros clinicos e laboratorial expressos em medidas de tendéncia central (média), dispersio (desvio-padréo) e valor de P
relacionado ao tempo de 0 a 24 horas de experimento.

PARAMETROS 0 HORAS P Value 04 HORAS P Value 12 HORAS P Value 24 HORAS P Value
CONTROLE SEPSE CONTROLE SEPSE CONTROLE SEPSE CONTROLE SEPSE
Média e Desvio Padrao Média e Desvio Padrdo Média e Desvio Padréo Média e Desvio Padrdo

RBC (milhﬁes/mmS) 7,115 + 2,663 7,928 £3,302 0,5047 7,295 + 3,698 7,927 +£2,468 0,5849 6,766 £2,484 8,037£3,359 10,2848 6,307 +1,345 7,013+2,328 0,4419
HGB (g/dL) 10,25 £ 3,671 11,06 £2,617 0,519 12,05 £ 4,883 1268 +4,365 0,224 11,18+3,150 12,19+4,638 0,5286 9,767 +1,538 10,53 +3,043 0,5095
HCT (%) 31,66 £ 11,72 32,84 +7,817 0,7611 33,05+ 18,30 3492+10,99 0,7335 31,64+10,77 36,55%+15,69 0,6485 28,50+6,203 30,70+10,78 0,6029
VCM (“3) 44,68 + 1,415 44,19 +2,116 0,5137 44,62 + 3,479 4432 +2400 0,7884 44,15+3900 44,06+2,667 0,2913 4518+1,762 4359+1,261 0,0266*
RDW (%) 16,61 £ 1,797 16,33 £1,704 0,6807 16,65 £ 1,833 17,05+£2509 0,6543 1589+3,269 16,33+2375 0,6712 16,18+1,325 1596+1,482 10,7417
HCM (pg) 14,85 £ 3,334 14,84 +£1,131 10,9953 17,56 + 3,443 1574+3462 0,3339 1580+1,851 1545+1,799 04216 15,70+1,465 14,56+0,6844 0,0554
CHCM (%) 33,19 £7,272 33,80+2922 0,7704 39,55+ 8,215 37,314,654 0,3643 3394+2391 3347x1816 0,8365 34,78+3,679 33,35%£2,084 0,3492
WBC (mm3) 3000 + 1077 2725 +1169 0,5755 3810 + 1631 3442 + 1659  0,5729 4175+ 3042 2850 + 1375 0,1007 4567 £1817 3060 + 1826  0,0897
#NEUT (mm3) 407,7 £219,3 531,4 +£408,6 0,9898 773,7£632,2 464,4 + 4446 0,1764 509,0+317,8 5315+4116 05482 793,3+5441 727,0+4434 0,7804
#MON (mms3) 34,91 + 49,55 34,29 £44,24 0,9661 62,18 + 64,39 26,00+£36,96 0,1322 31,20+52,75 126,5+151,1 0,1597 1123+117,7 19,00%+22,26 0,0802
#LINF (mmg3) 2595 + 1055 2355+922,2 0,5675 3038 £ 1352 2625 +£1403 0,4719 3535+ 2726 2275 + 1084 0,223 3612 £ 1352 2327 £ 1486 0,073
RNL (mm3/ mm3) 0,151 + 0,081 0,155 +0,070 0,8929 0,1761+0,1070 0,179+0,119 10,9433 0,172+0,076 0,231+0,150 0,218 0,203+0,109 0,377+0,266 0,1135
RML (mm3 mm3) 0,020 £ 0,013 0,027 £ 0,007 0,3091 0,03 £0,030 0,065+0,036 0,3437 0,048+0,041 0,074%£0,049 0,3391 0,030+0,030 0,033+£0,037 0,7811
RPL (mm?/ mmg3) 0,463 £ 0,282 0,506 £ 0,259 0,6867 0,422 £ 0,248 0,634+0,370 0,1166 0,547 +0,407 0,548 +0,302 0,9947 0,300+£0,092 0,519+0,399 0,1285
NLPR (mm3/ mm3/ mma) 0,014 £ 0,007 0,018 £0,013 10,7675 0,019 £ 0,012 0,016 £0,012 0,7348 0,014 +0,007 0,028 +0,023 0,1912 0,020+0,010 0,040 0,013 0,0028*
SI (mm3/ mm3/ mm3) 164,2 +102,5 169,5+89,09 0,8201 198,6 +125,4 259,6 £2135 0,7352 205 + 125,7 191,2+97,16 0,7458 211,8+119,4 290,0+213,7 10,3521
AISI (mm3/ mm3 mm?3/ mm3) 8084 + 3765 7996 £3591  0,9693 11518 +£8125 38359 + 35704 0,0935 23034 £28474 38330+ 34617 0,2109 31081 +25805 25564 + 28395 0,7103
SIRI (mm3/ mm3/ mm3) 8,094 £ 4,670 9,665 +£ 6,152 >0,9999 10,78 + 6,586 36,70+£39,27 0,215 18,62+20,66 50,06+55,73 0,1791 28,25+23,05 34,71+37,72 0,7058
PLT (mil/mm3) 1083 £180,1 1145 +404,1 0,6379 1178 £ 401,7 1535+ 733,2 0,158 1186 £346,0 966,9+4086 0,1356 1077+97,48 763,8+190,3 0,0007*
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