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Resumo - Um tema que continua atual e abordado em pesquisa biomédica estd
associado a sepse e ao uso de antibidticos para o seu tratamento. O estudo intensivo de
modelos em animais de experimentacdo, simulando as condicdes da sepse prevalentes
na pratica clinica ainda nos parece muito Util, e pode ser atendido em parte pelo modelo
de experimentagao por ligadura e perfuragdo cecal em roedores. O modelo CLP satisfaz
os critérios para um modelo experimental, pois tem a origem polimicrobiana advinda da
infeccdo focal, produz septicemia, libera produtos bacterianos e, ainda, promove um
espectro completo de gravidade da sepse contribuindo com a investigacao para novas
estratégias terapéuticas.
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Abstract - A theme that continues to be of interest in biomedical research is in regard to
sepsis and antibiotic use for treatment. The intensive study of experimental animal
models simulating the conditions of sepsis prevalent in clinical practice still appears to be
very useful. One of these models is the cecal ligation and puncture (CLP) model in
rodents. CLP meets the criteria that are essential for such an experimental model: it
produces a polymicrobial focal infection, resulting in septicemia, release of bacterial
products, and a full spectrum of severity of sepsis in experimental animals, contributing
to the development of new therapeutic strategies.

Keywords: Antibiotics, CLP Model, Rodents.

Resumen - Un tema que continda hoy y se analiza en la investigacion biomédica es el
asociado a la sepsis y el uso de antibidticos para su tratamiento. El estudio intensivo de
modelos en animales de laboratorio, simulando las condiciones de la sepsis frecuente en
la practica clinica todavia parece muy Uutil, y puede ser desarrollado en parte por el
modelo de experimentacién por ligadura y puncién cecal en roedores. El modelo CLP
cumple con los criterios de un modelo experimental, que tiene una infeccion
polimicrobiana, produce septicemia, liberacion de productos bacterianos, y también
promueve un amplio espectro de gravedad de la sepsis en la investigacion que
contribuyen a nuevas estrategias terapéuticas.

Palabras clave: Antibiéticos, Modelo CLP, Roedores.

INTRODUCAO interleucinas) ®. Quando um paciente é
diagnosticado, inicia-se um tratamento
Um tema que continua atual e de suporte intensivo seguido a

abordado em pesquisa biomédica esta administracdo de antibidticos segundo

associado a sepse e uso de antibidticos os critérios meédicos. Por outro lado,

para o seu tratamento ¥, A insuficiéncia
de multiplos érgdos e sistemas é a mais
temida e ameacgadora complicacdo da
sindrome. Relata-se que nesses
processos ocorra a ativacao macica dos
sistemas de defesa do organismo,
principalmente aqueles relacionados ao
sistema imune, levando a produgdo de
grandes quantidades de mediadores
inflamatorios, especialmente de citocinas

(fator de necrose tumoral e as

apesar de uma despesa substancial de
esforgo e recurso para o}
desenvolvimento tecnoldgico de eficacia
pela indUstria farmacéutica, tais medidas
ainda sao ditas insuficientes para reduzir
a freqUéncia de complicagbes associadas
a mortalidade e morbidade em humanos
) e outros animais . Sendo assim, o
estudo intensivo de modelos em animais
de experimentagdao, simulando as

condicbes da sepse prevalentes na
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pratica clinica ainda nos parece muito
util gue pode ser atendido em parte, pelo
modelo de experimentagdo animal em
roedores de ligadura e perfuragao cecal,
objetivo de descricdao desse trabalho
considerado relevante e pertinente na

atualidade.

MODELO ANIMAL DE
EXPERIMENTAGAO - CLP

Um modelo de experimentagao
animal de qualidade deve ser
reprodutivel, ser minimo em variaveis e
proporcionar um grande nivel de
detalhamento sobre um organismo .
Grande parte dos conhecimentos
cientificos para o desenvolvimento
tecnolégico que o homem adquiriu,
visando beneficios a saude humana e a
dos animais domésticos, foi possivel, em
maioria, gragas ao uso dos modelos de
experimentagdo animal. Sob critérios
atuais, os animais de laboratdrio sao
criados e produzidos mediante condicdes
microbiolégicas e  genéticas  pré-
estabelecidas. Mantidos em ambiéncia
controlada com monitorizagdo regular
para um controle fino de qualidade. Para
atender esses pardmetros, uma area de
manutengdo animal deve ser
padronizada com caracteristicas fisicas e
de barreiras sanitarias especificas . A
maior parte dos animais usados na
pesquisa brasileira, nos ultimos anos,
tem sido proveniente de ambiente
convencional, pois a estruturagao fisica é

de baixo custo, mas de eficiéncia para

reproducao e manutencao dos animais
conforme preconiza o principio dos 3Rs
(replacement, refinement, reduction) .
Por outro lado, uma parte do fracasso
em se trazer novas drogas para a beira
do leito pode ser atribuida, também, ao
modelos

uso de experimentais

inadequados. Salienta-se que, por
exemplo, os modelos de experimentacao
animal com a capacidade de
reproduzirem as condicdes de sepse por
um foco infeccioso favorecem o estudo,
pois, além de mimetizarem o processo
infeccioso, permitem a avaliacdo mais
aprofundada de tratamento. Associado a
essa necessidade, por outro lado,
sugere-se que o modelo CLP seria o que
melhor mimetizaria a natureza e o curso
clinico da sepse em pacientes apos
trauma ®. Realmente, o modelo de
ligadura e perfuracdo cecal (cecal
ligation and puncture - CLP) tem sido
amplamente utilizado confirmadas as
altas de citagdes disponiveis no PubMed.
Justifica-se que além de proporcionarem
a padronizacdo, reprodutibilidade e
versatilidade experimental necessaria,
por ele é possivel ajustar a dose
microbiana de origem mista, pela
quantidade e tamanho dos furos no ceco
e, com isso, um ajuste fino da
modelagem de acordo com os objetivos
investigativos. E possivel adaptar o
modelo CLP para outras espécies
animais, porém camundongos e ratos
com padrao sanitario SPF tenham sido
usados com mais freqliéncia devido aos

baixos custos com a manutengao e pela
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facilidade de manejo desses animais. Um
esquema do procedimento do modelo
CLP em roedores é mostrado na Figura 1
em uma representacdo esquematica
publicada por Zapparoli e colaboradores
em 2011 ©). Indica-se que os animais
estejam em jejum, antes do
procedimento cirdrgico, para criar
contelido intestinal similar. Roedores
recebem pré-inducdo anestésica, indugao
anestésica via intraperitoneal, com a
cabeca do animal em uma inclinacao
para baixo, introduzindo-se a agulha em
angulo de vinte graus, no quarto inferior
esquerdo para preservar 0 Ceco que se
encontra a direita. Apds a abolicdo dos
reflexos corneo-palpebral e podal, sdo
colocados em mesa cirdrgica térmica e
imobilizados com tensores elasticos.
Procede-se a aplicacdo de gel oftalmico
estéril durante a anestesia. (a) Apos a
tricotomia da face ventral da regido
abdominal, seguida de antissepsia com
povinilpirrolidona-iodo, realiza-se o]
modelo experimental como sugerido por
Wichterman e colaboradores em 1980
(19 (b) Anestesiados os animais sdo
submetidos a uma laparotomia mediana,
pela incisdo de aproximadamente dois
centimetros no abddmen abrangendo
pele, plano musculo-aponeurdtico e
visceras

peritonio, expondo as

abdominais; (©) 0 ceco é

CLP MODEL
IN RODENT

CpT—

cuidadosamente isolado para evitar
danos aos vasos sanguineos; (d)
Identificando-se e exteriorizando, (e) o
ceco é ligado abaixo da valvula ileocecal
com obstrucao total objetivando
aumentar a pressdao dentro deste
segmento do intestino, sem provocar
isquemia, e nao permitir o livre transito
do conteudo do intestino delgado para o
intestino grosso. Apds a ligadura, (f) o
ceco é perfurado conforme a necessidade
protocolar com agulha de puncdo
venosa, pressionado gentilmente, para
certificacdo de o extravasamento das
fezes na cavidade abdominal, e
recolocado no abdome. (g). A cavidade
abdominal entdo é fechada em sutura
realizada com fio em 2 planos: periténio-
musculo-aponevroético e pele.Note-se
que uma acdo anestésica de curta
duracdo é usada para esse procedimento
cirirgico, a fim de minimizar os efeitos
deletérios da anestesia sobre as funcgdes
cardiovasculares. Os roedores recebem
analgésicos via oral
(Acetominofen/Paracetamol) sao
colocados sob luz incandescente e,
quando recuperados da anestesia, sdo
devolvidos as suas caixas com o livre
acesso a agua e racao. Geralmente a
recuperacao é rapida apos o

procedimento cirurgico.
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o (A1

Figura 1 - Zapparoli e colaboradores em 2011. (9)

No entanto, o CLP em roedores
possui algumas limitagdes comuns aos
modelos experimentais com animais de
pequeno porte. A principal delas é a
incapacidade de obter amostras de
sangue em série durante longos periodos
de tempo para testes que consomem
quantidades substanciais para avaliacdo.
Da mesma forma, as medicOes
fisiolégicas (tal como medida e
monitorizacdo  continua do  débito
cardiaco) sdo mais dificeis em um roedor
se comparadas as condicbes de
realizacdo em animais de laboratério de
médio porte os quais ndo necessitam de
miniaturizagdo instrumental para
realizacdo do procedimento. No entanto,
as novas tecnologias estdo a superar
alguns destes problemas, e um relatorio
recente medida da fungdo contratil
cardiaca em CLP induzida por sepse com
sucesso em camundongos V. Algumas
limitagbes relacionadas para exames
laboratoriais podem ser superadas pelo
uso de um numero adequado de amostra
em animais e adequacdo metodoldgica

de microtécnicas para anadlise amostral
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CONCLUSAO

No caso da sepse a sobrevida do
paciente é dependente da precocidade e
da adequacao do tratamento.
Experimentalmente, o CLP satisfaz os
critérios e os atributos essenciais para
um modelo de experimentacdo de
septicemia causado por trauma; ndo é
exigente em habilidades em técnica
cirirgica, tem origem polimicrobiana de
uma infeccdo focal e libera produtos
bacterianos. Porque produz um espectro
completo de gravidade da sepse, permite
vasta investigacao experimental inclusive

para novas estratégias terapéuticas.
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