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RESUMO 
 

GOMES, R.S. ATIVIDADE IMUNOMODULADORA E ANTIOXIDANTE DA SALIVA DE 

Aedes aegypti EM MODELO DE SEPSE. f.90. Dissertação de Mestrado, Programa de 

Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas, Universidade Federal do Pará, Belém, 

2017.  
 

A sepse é uma disfunção orgânica causada por uma resposta imune desregulada a 

uma infecção.  A mesma tem em sua abordagem terapêutica inicial a utilização de 

antimicrobianos de amplo espectro, os quais não são suficientes para o controle da 

infecção, sendo necessário a busca por novas terapias focadas na interrupção da 

resposta inflamatória em cascata produzida pela invasão e disseminação de agentes 

patogênicos. Dessa forma, a saliva do Aedes aegypti apresenta características 

imunomoduladoras, com potencial de inibição de citocinas pró-inflamatórias, bem 

como a presença de peptídeos ativadores de óxido nítrico. Com isso, seria de grande 

interesse investigar o efeito imunomodulador da saliva em modelo animal de sepse. 

Neste sentido, camundongos foram pré-tratados com a saliva do Aedes aegypti sendo 

a sepse induzida pelo modelo de transfixação do coto-cecal. Após 12 e 24 horas as 

amostras foram coletadas, e avaliado a sobrevida, carga bacteriana, migração 

leucocitária e parâmetros oxidativo (NO, EROs, MDA, TEAC, DPPH e GSH). A saliva 

melhorou o prognóstico dos animais, aumentando a sobrevida e o peso. Além disso, 

reduziu a carga bacteriana e aumentou o influxo de monócitos no sangue. A saliva, 

também, mostrou efeito antioxidante por reduzir a produção de espécies reativas e 

aumentar a capacidade antioxidante, além de diminuir a peroxidaçao lipídica. Assim, 

a saliva foi capaz de inibir os danos causados pela sepse em animais in vivo 

melhorando seu prognostico. 
 

Palavra-chave: Sepse, Aedes aegypti, saliva, antioxidante.  
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ABSTRACT 

 
GOMES, R.S. EVALUATION OF IMMUNOMODULARY ACTIVITY OF Aedes 

aegypti’s SALIVA IN A SEPSIS MODEL f.90.Masters Dissertation, Post Graduation 

Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Pará, Belém, 2016. 

 

Sepsis is an organ dysfunction caused by a dysregulated immune response to an 

infection, the initial therapeutic approach to sepsis are broad spectrum antimicrobials, 

which is not sufficient for control of infection, requiring association with other therapies 

focused in the interruption of the inflammatory response chain, provided by the 

pathogens. In this way, the Aedes Aegypti’s saliva presents immunomodulary features, 

with a potential pro inflammatory cytokine inhibition, as well as the presence of nitric 

oxide peptides activators. Therefore, it would be a great interest to search the saliva’s 

immunomodulator effect in animal model sepses. In this regards, mices were pre 

treated with Aedes aegypti saliva, and sepsis was induced by the cecal ligation and 

puncture. After 12 and 24 hours, the samples were collected, and evaluated the 

survival rate, bacteria level, leukocyte migration, and oxidative parameters (NO, EROs, 

MDA e TEAC). The saliva improved the animal prognostic, increasing the survival rate 

and weight. Furthermore, decreased the bacterial levels and increased the influx of 

monocytes. The saliva, in addition, presented antioxidant effects by reducing 

production of the reatives species, and increasing the antioxidant capacity, other than 

decrease the lipid peroxidation. Thus, the saliva was capable to inhibit damages 

caused by sepsis in animals in vivo, improving its prognostic. 

 

Keyword: Sepsis, Aedes aegypti, saliva, antioxidant 
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1 INTRODUÇÃO  
 

A sepse é caracterizada como uma disfunção de órgãos potencialmente fatal 

causada por uma resposta desregulada e exagerada do hospedeiro perante uma 

infecção (SINGER et al., 2016). Esta síndrome é um grave problema de saúde pública 

em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), sendo um desafio considerável e crescente 

aos cuidados de saúde. Durante a resposta imune normal contra agentes infecciosos 

é desencadeada um processo inflamatório, entretanto durante a sepse ocorre uma 

produção excessiva de mediadores e influxo celular para o foco infeccioso, levando a 

um desequilíbrio metabólico no organismo (ABEID; SOUZA; BASILE-FILHO, 1998). 

 Nesse sentido, após a infecção, a primeira linha de defesa no hospedeiro é 

realizada pela imunidade natural, tais como células fagocíticas e pela via alternativa 

do sistema complemento. Em seguida, é desencadeado uma resposta imune 

específica dependente de imunoglobulinas e células linfocíticas (BONE, 1994; 

CAWCUTT; PETERS, 2016). A resposta imune inata é mediada pelos receptores de 

reconhecimento padrão, como os receptores Toll-like (TLR) e o CD14, que 

reconhecem os patógenos ou seus produtos, identificados como padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs)  (DRIFTE et al., 2013; MEDZHITOV; JANEWAY, 

1998). Na sepse, a resposta imune aguda e a excessiva produção de citocinas pró-

inflamatórias como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e a interleucina - 1 (IL-1), que 

ativam e induzem a produção de mediadores pró-inflamatório,  tais como Interferon-g 

(INF - g) , IL-6,IL-8, IL-12, IL-17, quimiocinas, espécies reativas de oxigênio (EROS) e 

espécies reativas de nitrogênio (ERNS), eicosanóides e enzimas proteolíticas 

(DOYLE; O’NEILL, 2006). 

Depois de desencadeado o processo inflamatório, células fagocíticas são 

recrutadas para o sítio da infecção, a fim de destruírem os agentes invasores. Com 

isso, há aumento do consumo de oxigênio por essas células com a consequente 

produção de radicais livres juntamente com proteases e hidrolases que são capazes 

de provocar danos ao patógeno (ABEID; SOUZA; BASILE-FILHO, 1998). Essa reação 

é essencial para a defesa do hospedeiro, mas quando a ativação dessas células se 

torna descontrolada e acentuada pode ocorrer uma reação inflamatória generalizada 

na sepse (BOOMER et al., 2011a; SHUBIN; MONAGHAN; AYALA, 2011).  

As estratégias de tratamento para a sepse são direcionadas a origem infecciosa 

e aos eventos fisiológicos que podem indicar mal prognóstico do paciente. Com isso, 
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a primeira linha de tratamento se refere a antibioticoterapia adequada, seguida pelo 

controle do comprometimento cardiovascular e respiratório (LOLIS; BUCALA, 2003). 

Todavia, uma terapia antimicrobiana, se inadequada ou tardia, é motivo de maior 

incidência de morte de pacientes. No entanto, até o momento, há a aprovação de 

poucos fármacos com ação antimicrobiana, por isso, há uma ampla investigação 

sobre novos tratamentos com ação anti-inflamatória e imunomoduladora os quais 

podem auxiliar e de maneira indireta podem garantir uma atividade antimicrobiana 

(HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 2013a; LOLIS; BUCALA, 2003).  

Nesse sentido, componentes salivares de artrópodes hematófagos têm 

despertado interesse por apresentarem componentes com ação anti-hemostática, 

imunomoduladora, anti-inflamatória, antimicrobiana entre outras. Dentre os insetos 

hematófagos, de acordo com a  Organização Mundial da Saúde (OMS), os mosquitos 

são os principais vetores de doenças emergentes e re-emergentes, sendo 

responsáveis por mais de 1 milhão de mortes/ano (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2016). Recebe destaque a família Culicidae a qual inclui os gêneros 

Aedes, Culex e Anopheles, os mais importantes em termos de saúde pública.  

Dentre as espécies, o Aedes aegypti é um dos principais vetores da Febre 

Amarela, febre Chikungunya, Dengue e Zika entre outras (CHHABRA et al., 2008; 

FITZSIMMONS; SHAH, 2016; SAN MARTIN et al., 2010; WASSERMAN; SINGH; 

CHAMPAGNE, 2004). As infecções ocorrem durante o repasto sanguíneo dos 

mosquitos fêmeas do Ae. aegypti, que se alimentam de sangue do hospedeiro 

vertebrado para garantir o desenvolvimento de seus ovos. A obtenção do sangue pelo 

mosquito fêmea somente é possível após a inoculação da saliva no local da picada, 

que mantém a hemostasia e inibe resposta imune do hospedeiro (BIZZARRO et al., 

2013a; FRANCISCHETTI et al., 2009; RIBEIRO, 1995).  A hemostasia é mantida pelos 

componentes salivares com ação anti-agregante plaquetária, vasodilatadora e 

anticoagulante (FRANCISCHETTI et al., 2009).  

Quanto a resposta imune, os componentes salivares podem levar a 

sensibilização no local da picada com a indução de reações imediatas e tardias pelo 

hospedeiro (BARROS et al., 2016; MACHAIN-WILLIAMS et al., 2012). Desta forma, 

seria de grande interesse, avaliar estes efeitos da saliva do Ae. aegypti em um 

processo patogênico com desequilíbrio imune e hemostático acentuado, como a 

sepse.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

2.1 Sepse 
 

A sepse é uma disfunção de órgãos potencialmente fatal causada por uma 

resposta desregulada e exagerada do hospedeiro perante uma infecção (SINGER et 

al., 2016).  No entanto, o terceiro consenso de definições para a sepse e choque 

séptico (Sepse 3) definido pela “European Society of Intensive Care Medicine” e a 

“Society of Critical Care Medicine”, reformulou com o antigo conceito de Síndrome da 

Resposta Inflamatória Sistêmica e Sepse Grave, por se tratarem de definições 

inespecíficas e redundantes (SINGER et al., 2016). Do antigo conceito de 2001 foram 

mantidos apenas a nomenclatura de sepse e choque séptico, nas quais as demais 

alterações ofereceram uma maior especificidade na descrição, diagnostico, relato e 

tratamento (SINGER et al., 2016). Com isso, o diagnóstico da sepse estabeleceu 

como critério clínico uma infecção suspeitada ou documentada com um aumento ≥ 2 

pontos no “Sequential Organ Failure Assessment”  (SOFA) (Tabela 1) e para 

pacientes internados em UTI o mínimo de 2 pontos no quick SOFA (qSOFA, SINGER 

et al., 2016). 
Tabela 1. Score do Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) Relacionado a Sepse 
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Além disso, o conceito de choque séptico foi atualizado, na qual corresponde a 

sepse associada às alterações celulares e metabólicas que levam a um aumento 

expressivo na mortalidade do paciente (SINGER et al., 2016; SHANKAR-HARI et al. 

2016). O diagnóstico clínico é similar da sepse acrescido do uso de droga 

vasopressora na manutenção da pressão arterial média (65 mmHg ou mais) e com 

lactato elevado >2 mmol/L (18 mg/dL) mesmo após reposição de fluidos (SINGER et 

al., 2016). Contudo, as novas definições ainda não foram completamente aceitas por 

importantes sociedades internacionais como o Instituto Latino Americano de Sepse, o 

Colégio Americano de Médicos Emergencistas e a Sociedade Canadense de Medicina 

Intensiva, por não acatarem aos critérios utilizados na definição (INSTITUTO LATINO 

AMERICANO DE SEPSE, 2016). 

Apesar dos avanços nos cuidados de saúde e no processo de definição, a 

sepse é responsável pela segunda maior causa de morte em UTI e a 10a causa de 

mortalidade geral (AJROUCHE et al., 2013), sendo que  em UTI’s um quarto dos 

pacientes que desenvolvem sepse vão a óbito (MAYR; YENDE; ANGUS, 2014; SILVA 

et al., 2004). No Brasil, a mortalidade de pacientes com choque séptico é de 64,2% 

enquanto no mundo é de 37,4% (INSTITUTO LATINO AMERICANO DE SEPSE, 

2015). Outros estudos estimam a ocorrência de 19 milhões de novos casos 

anualmente ao redor do mundo (ADHIKARI et al., 2010). Portanto, mesmo com uma 

melhor operacionalização clínica para o diagnóstico da sepse, o seu prognóstico é 

ruim com aumento significativo na sua incidência. Nesse sentido, uma maior 

compreensão do papel das interações hospedeiro-patógeno, a resposta das citocinas, 

a cascata de coagulação e suas interações multidirecionais são o caminho para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas na sepse. 

 

2.2 Fisiopatologia da sepse 
 

A sepse envolve uma resposta desregulada e exagerada do hospedeiro 

perante uma infecção. Um estudo com dados de 37 países avaliou 11.000 pacientes 

e identificou que na sepse as causas da infecção são, simples ou múltiplas, dos quais 

57% dos casos foram por bactérias gram-negativas, seguido por bactérias gram-

positiva (44%) e em 11% por fungos (STEARNS-KUROSAWA et al., 2011). Além 

disso, outro estudo realizado na Europa mostrou a incidência das infecções 
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bacterianas nos casos de sepse, nas quais as gram-negativas corresponderam a 

62,2% e as gram-positivas 46,8% (MAYR; YENDE; ANGUS, 2014). 

A classificação das bactérias em gram-positivas e gram-negativas, baseia-se 

nas características morfológicas da parede celular (Figura 02). As bactérias gram-

positivas possuem uma membrana citoplasmática, seguida de uma camada espessa 

de peptideoglicano, juntamente com ácidos teicóico e lipoteicoico ancorados na 

parede celular (BROWN et al., 2015; LOLIS; BUCALA, 2003). Além disso, estas 

bactérias gram-positivas produzem potentes exotoxinas, como a a-toxina e 

(hemolisina) e streptolisina-O, as quais são proteínas secretadas onde a porção A é 

responsável por modificar a célula alvo levando à morte celular ou a outros efeitos 

patológicos, enquanto que a porção B se liga aos receptores de superfície celular e 

transloca a porção A para o citosol. Normalmente a toxina AB é sintetizada e 

segregada a partir do agente como uma forma inativa, sendo ativada através de uma 

clivagem proteolítica (SUN, 2012).  

 Por outro lado, as gram-negativas possuem uma membrana externa contendo 

moléculas de lipopolissacarídeo (LPS), seguida de uma fina camada de 

peptidoglicano, um espaço periplasmático e a membrana citoplasmática (BROWN et 

al., 2015; COHEN, 2002; LOLIS; BUCALA, 2003). A estrutura do LPS é formada de 

um lipídeo A, um núcleo externo e interno e um antígeno O, único para cada sorotipo 

(KABANOV; PROKHORENKO, 2010; LOLIS; BUCALA, 2003). O LPS é liberado na 

corrente circulatória após a morte ou a lise destas, ativando monócitos, macrófagos e 

leucócitos polimorfonucleares (PMNs) além de estimular as células hospedeiras a 

produzir diversas citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF-α, IL-1 e IL-6. 

            
Figura 1. Estrutura da parede celular de bactérias. A) Gram-positivas composta de espessa camada de 
pepitideoglicano com ácido tecoico e lipotecoico; B) Gram-negativa composta de fina camada de peptideoglicano 
e lipopolissacarídeo. Fonte: Adaptado de (LOLIS; BUCALA, 2003) 
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2.2.1 A SEPSE E A RESPOSTA IMUNOLÓGICA 

 

 A resposta imune na sepse pode ser vista como uma desregulação mediada 

inicialmente por receptores imunológicos após uma infecção, levando a um 

desequilibrio nas respostas imune inata e adquirida (Figura 3).  A resposta imune inata 

corresponde a primeira linha de defesa contra os patógenos, que ocorre em intervalos 

de horas (DRANOFF, 2004; HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 2013b).  Por outro 

lado, a resposta imune adaptativa é ativada em intervalos de dias, com características 

de aumento da especificidade antigênica e memória imunológica, principalmente 

desencadeada por linfócitos (DRANOFF, 2004; HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 

2013b). No entanto, para a ativação dos linfócitos há necessidade da interação entre 

os componentes do sistema imune inato que levam ao processamento e apresentação 

dos antígenos (HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 2013b).  

 
Figura 2. A Resposta Imune Inata e Adaptativa. A) A imunidade inata é constituída do sistema complemento, e 
diversos componentes celulares, incluindo granulócitos, macrófagos, células dendríticas e células Natura Killers; 
B) A resposta imune adaptativa consiste em linfócitos T e B, além de anticorpos.  
Fonte: adaptado de laraslittlebcells.wordpress.com 
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(PRRs) que são responsáveis por iniciar rapidamente a resposta imune após a 

detecção de um dano tecidual ou infecção microbiana, como é o caso da sepse. Os 
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infecção é detectada através dos PAMPS (BIANCHI, 2007). Esses DAMPs e PAMPs 

irão ativar células do sistema imune inato, tais como os monócitos, macrófagos, 

neutrófilos, células dendríticas e células endoteliais, resultando na produção de 

mediadores pró-inflamatórios (TNF-α, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8) (BOOMER; GREEN; 

HOTCHKISS, 2014; OPAL; ESMON, 2003). 

Dentre as citocinas, o TNF-α e a IL-1 são as primeiras a serem liberadas por 

macrófagos residentes ativados, atuando em diferentes células (DINARELLO, 1997; 

SCHULTE; BERNHAGEN; BUCALA, 2013). Além disso, o TNF-α juntamente com a 

IL-1, induzem a secreção de outras citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-8), mediadores 

lipídicos e EROS e ERNS. Em células endoteliais, o TNF-α aumenta a expressão das 

moléculas de adesão e de quimiocinas (NAKAE et al., 1999; SHIMAOKA; PARK, 

2008), levando ao recrutamento de neutrófilos para o sitio inflamatório (LOKUTA; 

HUTTENLOCHER, 2005). Por outro lado, a ação de TNF-α e IL-1 em conjunto com 

IL-6, IL-8, IL-12, fator de ativação de plaquetas (PAF), quimiocinas, eicosanoides e 

anafilotoxinas C3a e C5a potencializam o influxo de neutrófilos nos tecidos 

(SCHULTE; BERNHAGEN; BUCALA, 2013). 

Dentre as células do sistema imune inato, os neutrófilos são as primeiras a 

chegar no sitio da inflamação, tendo, sob condições normais uma vida útil de 24 horas. 

Todavia, na sepse, essas células sofrem um atraso na apoptose, permanecendo por 

mais tempo na circulação (REMICK, 2007). Além disso, há uma constante ativação 

destes neutrófilos nos pacientes com sepse, levando a presença dessas células em 

diferentes graus de maturação no local da infecção (DRIFTE et al., 2013). Outra 

disfunção celular ocorrida nesta patologia é a perda da atividade quimiotática e a 

produção de IL-10, uma citocina imunossupressora durante o processo da sepse 

(KOVACH; STANDIFORD, 2012). 

Monócitos/macrófagos também são células importantes por sua atividade 

fagocítica com a eliminação de patógenos, assim como remodelamento tecidual após 

resolução da inflamação. Estas células liberarem citocinas pró-inflamatórias, tais 

como IL-1 e IL-6, em resposta às endotoxinas e outros compostos bacterianos 

(CAVAILLON; ADIB-CONQUY, 2006). Com isso, o sistema imune desenvolveu um 

mecanismo de defesa chamado tolerância a endotoxina, nos quais 

monócitos/macrófagos levam a um aumento na produção de mediadores anti-

inflamatórios, especialmente IL-10 e redução na apresentação de antígenos, 
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características que sugerem um prognóstico ruim na sepse (MONNERET et al., 2004; 

MUEHLSTEDT; LYTE; RODRIGUEZ, 2002). 

Outras células importantes são as células dendríticas (CD) e as exterminadoras 

naturais (NK), que geralmente em casos de sepse estão em elevados níveis de 

apoptose, assim as poucas CD remanescentes tem sua atividade de apresentar 

antígenos prejudicada (PASTILLE et al., 2011; POEHLMANN et al., 2009). Além disso, 

as células NK circulantes tem sua atividade citotóxica e a secreção de citocinas 

diminuídas (FOREL et al., 2012; SOUZA-FONSECA-GUIMARAES et al., 2012). Desta 

forma, a sepse reflete uma complexa interação entre mecanismos pró e anti-

inflamatórios na resposta imune inata, resumidas na figura abaixo: 

 

 

 

 

      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Efeito prolongado da sepse na resposta imune inata. A sepse possui um efeito diversificado e importante 
em todos os elementos celulares que compõe a resposta imune inata.  
                Fonte: Adaptado de (MUSZYNSKI; HALL, 2011)  
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funcional, senescência replicativa, e morte destas células (BOOMER et al., 2011a, 

2012). 

Portanto, a exaustão de células T é um mecanismo fisiopatológico, recém-

reconhecido, sendo um dos principais responsáveis pela imunossupressão na sepse. 

Este processo então resulta na incapacidade de ativar macrófagos e eliminar 

patógenos, aumentando assim a suscetibilidade as infecções secundárias (INOUE et 

al., 2014). Um estudo realizado por Boomer (2011) evidenciou que a exaustão celular 

no baço de pacientes que foram a óbito por sepse apresentavam a supressão 

profunda da produção de IFN - g e TNF por células T estimuladas. 

Desta forma, pacientes com sepse no início da infecção apresentam uma 

resposta inflamatória sistêmica, enquanto nos estágios tardios, desenvolvem uma 

imunossupressão (COHEN, 2002; HOTCHKISS et al., 2009). A constante liberação 

de TNF-α nos estágios iniciais da sepse, resultam na ativação adicional de citocinas 

pró-inflamatórias e quimiocinas que atuam em conjunto com o TNF-α na indução de 

apoptose de linfócitos T (HE; TING, 2002). Autópsias realizadas no baço e linfonodos 

de pacientes com sepse confirmou uma perda significativa tanto de linfócitos T CD4+ 

quanto CD8+ (BOOMER et al., 2011b). 

Linfócitos T CD8+ parecem ser afetados em seu repertório de células virgens, 

afetando a capacidade do hospedeiro responder a uma nova infecção (CONDOTTA 

et al., 2013). Com isso, linfócitos T citotóxicos são os mais suscetíveis a apoptose, o 

que reduz a quantidade de células, diminuem a sua capacidade citotóxica e secreção 

de citocinas (KASTEN et al., 2010). Quanto aos linfócitos T CD4+, além da apoptose, 

também apresentam redução na sua capacidade proliferativa em resposta a um 

antígeno (MOHR et al., 2012). Além disso, pacientes com sepse também apresentam  

maior indução do perfil de resposta Th2 (anti-inflamatória) com mudança na secreção 

de citocinas resultando em um estado geral de anergia  (DE et al., 2000; MOHR et al., 

2012; O’SULLIVAN et al., 1995). 

Por outro lado, os linfócitos T regulador (Treg) são mais resistentes a apoptose 

e estão em maior quantidade em pacientes com sepse (HOTCHKISS; MONNERET; 

PAYEN, 2013a). As células Tregs desempenham um papel importante na patogênese 

da sepse com uma considerável supressão da resposta imune adaptativa (CAO et al., 

2015). A imunossupressão durante a sepse também pode ser desencadeada pelos 

linfócitos B, principalmente pela subpopulação chamada de ativador celular da 
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resposta imune inata (IRA B), que podem produzir fator de crescimento estimulador 

de colônias de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) (MONSERRAT et al., 2013; 

RAUCH et al., 2012; ROBBINS; SWIRSKI, 2012). A figura 4 abaixo sumariza a 

resposta imune adaptativa durante a sepse.   

 

 
Figura 4. Efeito da sepse na resposta imune adaptativa. A sepse causa uma perda, significativa, de linfócitos T e 
B. Por outro lado, as células Treg são mais resistentes a apoptose ocasionada pela sepse.  

 Fonte: adaptada de (MUSZYNSKI; HALL, 2011)  
 
2.2.2 O PAPEL DO ESTRESSE OXIDATIVO NA SEPSE 

 

Durante a sepse, células estimuladoras da inflamação, como macrófagos e 

neutrófilos produzem grande quantidade de EROs e ERNs (HUET et al., 2011). Estas 

células durante a fagocitose produzem EROs por via do “burst” oxidativo, que consiste 

na metabolização do oxigênio molecular (O2), mediado pelo complexo enzimático 

NADPH oxidase (NOX), a ânion superóxido (O2
•-) seguido da desmutação em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (CROSS; SEGAL, 2004; YESILKAYA et al., 2013). 

Durante o processo, o H2O2 produzido durante a reação de Fenton pode sofrer 

redução para formar radical hidroxil (OH•), que é altamente reativo, ou pode ser 

metabolizado pela enzima mieloperoxidase (MPO) resultando na formação de ácidos, 

como pode ser observado na Figura 6 (KEHRER; KLOTZ, 2015; REPETTO; 

SEMPRINE; BOVERIS, 2012). 
Paralelamente a liberação de MPO, também ocorre a produção das ERNS 

através da ativação das vias de transdução de sinal (FIALKOW; WANG; DOWNEY, 

2007; GALLEY, 2011; KAYMAK; BASAR; SARDAS, 2012). Essas vias podem ativar 

os genes da enzima da óxido nítrico sintase induzida (iNOS), levando a síntese de NO 

(LEVER; MACKENZIE, 2007). O NO em baixas concentrações mantém a homeostase 

vascular, incluindo a modulação do tônus vascular, a regulação local de crescimento 

celular entre outras atividades. (KAMPOLI et al., 2012). Todavia, em altas 
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concentrações, o NO é capaz de se ligar ao O2
•- formando peroxinitrito (ONOO- , 

SHAO et al., 2010).  

     

Nos pacientes com sepse, os níveis de EROs e ERNs estão elevados e os 

sistemas antioxidantes se apresentam diminuídos, principalmente das enzimas 

superóxido dismutase, glutationa peroxidase e também há depleção do tripeptídeo 

glutationa (MUHL et al., 2011; SULIMAN et al., 2004; ZANG et al., 2007). Como 

consequência desse desequilíbrio, as espécies reativas causam uma série de 

modificações reversíveis e irreversíveis tóxicas nas biomoléculas levando a danos em 

células próprias, inclusive no endotélio (CIMOLAI et al., 2015; PIZARRO; TROSTER, 

2007).  

 

2.2.3  ALTERAÇÕES HEMODINÂMICAS NA SEPSE 

 

Durante a sepse, diversos componentes da microcirculação são afetados, tais 

como as células endoteliais que revestem o interior dos microvasos, células do 

músculo liso, glóbulos vermelhos, leucócitos e componentes de plasma sanguíneo 

(INCE, 2005). Desta forma, é ocasionado uma disfunção na regulação desses 

componentes, nas quais as células endoteliais são incapazes de desempenhar a sua 

função reguladora, desencadeada por falhas nas vias de transdução de sinal, levando 

a perda da comunicação eletrofisiológica e no controle do músculo liso (EDUL et al., 

MPO 
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- OCl 
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Figura 5. A produção de espécies reativas por fagócitos. Os fagócitos são capazes de gerar espécies reativas 
por meio do “oxidative burst”, mediado por NADPH oxidase (NOX). Peróxido de hidrogênio produzido durante a 
reação, pode sofrer redução para a forma do radical hidroxil, ou ser metabolizado pelo mieloperoxidase (MPO) 
com formação de ácidos. O óxido nítrico sintase (NOS) irá produzir óxido nitrico, outro radical que pode originar 
outras espécies reativas, como o peroxinitrito.  
Fonte: Adaptado de (KEHRER; KLOTZ, 2015).  
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2012). Em seguida, ocorre deformidade nas hemácias que ocasionam obstrução 

vascular e ativação sistêmica da resposta inflamatória, levando a um estado pró-

coagulante com formação de microtrombos e diminuição do fluxo tissular 

(HARDAWAY; WILLIAMS; VASQUEZ, 2001; LEVI; TEN CATE, 1999; OKAMOTO; 

TAMURA; SAWATSUBASHI, 2016). 

  A extensão da ativação da cascata de coagulação durante a sepse pode variar 

de proporções insignificantes para a ocorrência de coagulação intravascular 

disseminada (CIVD) (OKAMOTO; TAMURA; SAWATSUBASHI, 2016; RITTIRSCH; 

FLIERL; WARD, 2008). Esta variação depende da expressão de PAMPS, tais como 

LPS, citocinas inflamatórias ou endotoxinas, que resulta no aumento da expressão de 

FT e continua ativação da coagulação (HARDAWAY; WILLIAMS; VASQUEZ, 2001; 

LEVI; TEN CATE, 1999; OKAMOTO; TAMURA; SAWATSUBASHI, 2016). Com a 

estimulação da produção de FT, este componente se liga ao fator VIIa ativando-o, em 

seguida o complexo fator VIIa/FT ativa o Fator X em Xa. O fator Xa converte a 

protrombina em trombina, resultando na clivagem do fibrinogênio em fibrina (HENKIN 

et al., 2007).  

Sob condições normais, o equilíbrio entre a coagulação e o sistema fibrinolítico 

impede a coagulação intravascular (RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008). No entanto, 

a atividade das vias anticoagulantes naturais está diminuída em pacientes com sepse, 

levando a deposição de coágulos de fibrina na microvasculatura  (LEVI; TEN CATE, 

1999; OKAMOTO; TAMURA; SAWATSUBASHI, 2016). Esta fibrinólise deficiente na 

sepse ocorre devido ao aumento na liberação do inibidor de PAI-1,  que limita a 

capacidade de eliminação de fibrina (OKAMOTO; TAMURA; SAWATSUBASHI, 2016; 

RUSSELL, 2006).  Além disso, há uma diminuição da síntese de trombomodulina e o 

receptor endotelial da proteína C, impedindo a ativação da proteína C e a consequente 

inativação do fator Va e VIIa, como observado na figura 7 (HOFFMAN, 2003; 

INNERHOFER; KIENAST, 2010).  
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2.3 Terapia 
 

Em pacientes com sepse, as primeiras horas são as mais importantes no 

processo evolução ou involução da doença. Terapias de suporte como 

corticosteroides, terapia nutricional, imunomoduladores e antioxidantes na Unidade de 

Terapia Intensiva são essenciais para um bom prognóstico (ABEID; SOUZA; BASILE-

FILHO, 1998; FINK; WARREN, 2014). Assim, a terapia empírica com antimicrobianos 

é a abordagem inicial na sepse, sendo que os antibióticos de escolha são os de amplo 

espectro, como carbapenemicos e cefalosporinas de 3° e 4° geração (ABEID; SOUZA; 

BASILE-FILHO, 1998; LOLIS; BUCALA, 2003). 

Além disso, é necessária uma reposição volêmica como terapia de suporte, 

Figura 6. Cascata de coagulação na sepse. O fator tecidual é exposto, após indução, por padrões moleculares 
associados a agentes patogênicos. O FT se liga ao fator VIIa, ativando-o e o complexo fator 
VIIa/tromboplastina ativa o Fator X em Xa. O fator Xa converte a protrombina em trombina, o que por sua vez 
resulta na clivagem do fibrinogênio em fibrina. Durante a sepse há aumento da síntese do inibidor do ativador 
do plasminogênio 1 (PAI-1) e diminuição da Proteina C, com supressão da fibrinólise resultando no aumento 
de coágulo de fibrina. 
 Fonte: Adaptado de (LOLIS; BUCALA, 2003)  
 

Trombose de Pequenos Vasos 

Via Procoagulante 
 

Via Anticoagulante 
 

SEPSE

Fator Va  

­Fator Tecidual  
+  
 

Fator VIIa

Aumento de 
fibrinogenio  

Fator X

Fator Xa

Protrombina  

Trombina 

­PAI-1 

Ativador de plasminogenio 

Plasminogenio 

Plasmina 

Proteina C 
Ativada 

¯Proteina C  

Fibrinolise 
debilitada  

Fibrina  
 

PDF  
 

¯Perfusão Tecidual 
 

­Formação de Coagulos de 
fibrina 

 



32	
	

	
	

devido uma grande perda de fluidos durante o processo da sepse (BONE et al., 1992; 

SILVA et al., 2004). Esta reposição deve ser rápida e agressiva, minimizando a hipóxia 

tecidual (CARVALHO; TROTTA, 2003; GAUER et al., 2013). Caso a reposição seja 

insuficiente, o uso de medicamentos vasoativos, como as catecolaminas, é iniciado 

(DELLINGER et al., 2008). Outros vasoconstritores também têm sido testados como 

a vasopressina e a angiotensina II, em pacientes com sepse refratária aos 

vasoconstritores tradicionais (CARVALHO; TROTTA, 2003; DELLINGER et al., 2008). 

Com isso, novas terapias vêm sendo pesquisadas como mostrado na tabela 

02, sendo que a proteína C ativada humana é a mais promissora para a diminuição 

da mortalidade da sepse. A proteína C ativada é uma proteína endógena que inibe a 

trombose e o processo inflamatório. Entretanto, embora o seu uso tenha sido 

aprovado pelo “Food and Drug Administration”, a sua administração deve ser feita com 

cautela visto que pode provocar hemorragias, havendo assim necessidade de uma 

seleção rigorosa dos pacientes para a realização dos testes (CARVALHO; TROTTA, 

2003; PAPPALARDO et al., 2016). 
Tabela 2. Potenciais Estratégias Terapêuticas na sepse 

Alvo Agente Ação 
Endotoxinas Anticorpos monoclonais Efeito neutralizante ou opsonizante 

Complexo LPS-LBP Anticorpos anti-LBP 
proteína BPI 

↓ Ativação dos macrófagos induzidos pelo LPS 
Bloqueio da resposta inflamatória induzida pelo 

LPS. 

TNF Anticorpos monoclonais anti TNF 
Receptores solúveis TNF 

Ligação e inativação de TNF-α 
Ligação do TNF-α livre. 

Interleucina-1 Receptor antagonista da IL-1 Interferência no receptor de ligação IL-1. 

Citoquinas/toxinas 
circulantes 

Corticosteróides, pentoxifilina, 
amrinona, MSEC. 

Bloqueio da síntese de TNF 
Depuração exógena citocinas/toxinas 

circulantes. 

PAF 
Antagonista receptor PAF 
Acetil-hidrolase do PAF 

Inibidor da fosfolipase A2 

Interferência receptor de ligação do PAF 
↓ níveis de PAF e leucotrienos. 

Tromboxane Dazoxiben, cetoconazol Inibição da sintase-tromboxane. 
Óxido Nitrico Inibidor da sintase NO (L-NAME). Redução na produção de NO. 

Radicais livres O2 
N-acetilcisteína, selênio,                

vitaminas C e E 
Inativação/redução na produção de radicais 

livres O2. 

Metabólitos ácido 
araquidônico 

Indometacinas, ibuprofeno 
antagonistas receptores 

leucotrienos 

Inibição das vias cicloxigenase e lipoxigenase 
Bloqueio de receptores de prostaglandinas. 

Coagulação/ 
Imunidade 

Antitrobina III, inibidor da via fator 
tissular, proteina C ativada 

Imunoglobulinas, interferon-γ, G-
CSF 

Anticoagulação 
Anticoagulação, ↓ mediadores pró-inflamatórios, 

inibição da ativação de neutrófilos, ↓produção 
de citoquinas, ↓ativação de plaquetas. 

LPS: lipopolissacarídeo, LBP: proteína de ligação de lipopolissacarídeo, BPI: proteína batericida de aumento 
de permeabilidade, TNF: fator de necrose tumoral, IL-1, MSEC: métodos de substituição extracorpórea, PAF: 
fator de ativação plaquetária, NO: óxido nítrico, L-NAME (N-nitro-L-arginina metil-ester): inibidor competitivo da 
sintetase do óxido nítrico, G-CSF: fator estimulante de colônias de granulócitos.  
Fonte: (CARVALHO; TROTTA, 2003) 
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2.4 Terapia com saliva de artrópodes hematófagos em outras doenças 
 

O filo Arthropoda possui aproximadamente 1.096.660 espécies descritas, 

dentre elas, existem aproximadamente 14.000 espécies que se alimentam de sangue 

(BIZZARRO et al., 2013b; RIBEIRO, 1995). O repasto sanguíneo realizados pelos 

insetos fêmeas favorece a maturação dos ovos das fêmeas que é fundamental para 

seu ciclo de vida (BARROS et al., 2016; MACHAIN-WILLIAMS et al., 2012). Durante 

este repasto, os insetos fêmeas injetam a sua saliva que na manutenção da 

hemostasia e inibição da resposta imune do hospedeiro, podendo algumas vezes seus 

componentes salivares induzir reações alérgicas no organismo (BIZZARRO et al., 

2013a; SALES-CAMPOS et al., 2015).  

  Desta forma, diversos estudos mostram a atividade imunomoduladora dos 

componentes salivares dos hematófagos em diversas doenças. Hotchkiss e 

colaboradores (2003) observaram a atenuação da severidade da artrite murina após 

a administração do extrato salivar de Phlebotomus papatasi. A saliva de Lutzomyia 

longipalpis, também apresentou redução na migração de neutrófilos, da nocicepção e 

da liberação de citocinas IL-17, TNF-α e IFN-γ em modelo experimental de artrite 

murina (ALMERAS et al., 2010; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).  Além de modelos de 

artrite, vários estudos mostraram o efeito imunomodulador de moléculas salivares em 

encefalomielite autoimune experimental, na qual a saliva do carrapato Ixodes 

scapularis foi capaz de prevenir os sinais clínicos da doença, levando a uma redução 

nos níveis de IFN-γ e IL-17e na proliferação de células T (BARRETT; HIGGS, 2007; 

BIZZARRO et al., 2013a; WEAVER; LECUIT, 2015).   

2.5 Saliva do Aedes aegypti 

 

Neste sentido, a investigação sobre novos tratamentos tem focado cada vez 

mais em interromper a resposta inflamatória induzida pela invasão e disseminação 

dos agentes patogênicos (HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 2013a; LOLIS; 

BUCALA, 2003). Portanto, os artrópodes hematófagos são excelentes candidatos 

por sua enorme biodiversidade do planeta e ampla variedade de constituintes 

salivares com diferentes atividades farmacológicas. 
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2.5.1. O MOSQUITO 

 

 Dentre os artrópodes hematófagos, os mosquitos são os principais 

responsáveis por mais de 1 milhão de mortes/ano por serem os vetores de diversas 

doenças emergentes e reemergentes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). 

Esses insetos pertencem à ordem Diptera, família Culicidae e os gêneros Aedes, 

Culex e Anopheles são os mais importantes vetores de parasitas causadores de 

diversas doenças humanas (BARROS et al., 2016; BIZZARRO et al., 2013a).  

Nesse contexto, o Aedes aegypti em áreas de clima tropical, é conhecido por 

ser vetor primário de doenças emergentes e re-emergentes como a febre amarela, 

Chikungunya, dengue e zika (CHHABRA et al., 2008; FITZSIMMONS; SHAH, 2016; 

MONATH; VASCONCELOS, 2016; SAN MARTIN et al., 2010). O Ae. aegypti, como 

pode ser observado na figura 8, apresenta coloração castanha, frequentemente 

ornamentado com manchas de escamas branco-prateadas sendo seu ciclo de vida 

dividido em quatro fases: ovos, larva, pupa e adultos (CDC,2016). Os ovos são 

depositados próximos à superfície da água eclodindo em 2-3 dias; a fase larva, 

essencialmente aquática, é um período de alimentação e crescimento (5 a 10 dias); a 

fase pupa é aquática, não requer alimentação e é o período de transição do hábito 

aquático pelo terrestre durando cerca de 2 a 3 dias; a última fase, a adulta, representa 

a fase reprodutiva do inseto ocorrendo a sua dispersão (CDC,2016).  

                                
Figura 7. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.                                   

Fonte: Adaptado de CDC,2016. 

 
Seus hábitos são diurnos com predileção por temperaturas tropicais e seu 

habitat está intimamente ligado às condições domiciliares ou peridomiciliares, 

decorrentes da ação humana, as quais interfere na crescente proliferação nos centros 

urbanos (ALMERAS et al., 2010; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Essas características 

biológicas e comportamentais do mosquito Ae. aegypti auxiliam no aumento da sua 
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distribuição geográfica, que cresceu drasticamente nos últimos 50 anos, contribuindo 

para a maior incidência das doenças transmitidas por este vetor, conforme mostrado 

na figura 9 (BARRETT; HIGGS, 2007; BIZZARRO et al., 2013a; WEAVER; LECUIT, 

2015).  

                         
Figura 8. Mapa global da distribuição do Ae. aegypti. O mapa mostra uma menor probabilidade (0 azul) a uma 
maior probabilidade (1 vermelho) da presença do mosquito.  
Fonte: (KRAEMER et al., 2015)  
 

A transmissão de doenças pelo mosquito ocorre durante o repasto sanguíneo, 

que o inseto ao injetar a sua saliva libera juntamente patógenos na derme do 

hospedeiro (BARROS et al., 2016; MACHAIN-WILLIAMS et al., 2012). Com isso, as 

glândulas salivares são estruturas importantes em albergar vários agentes 

patogênicos no interior do inseto. As glândulas salivares de fêmeas adultos de Aedes 

tem uma estrutura tri-lobada, que consiste em um lobo medial e dois lobos laterais, 

conforme mostrado na Figura 10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cada lobo da glândula compreende um epitélio secretor em torno de um duto 

salivar por onde a saliva é liberada (JUHN et al., 2011). Essa saliva é produzida por 

Glândula 
Salivar 

 

Figura 9. Localização e estrutura da glândula salivar de Aedes aegypti.  
                  Fonte: Adaptado de (JUHN et al., 2011) e https://www.washingtonpost. com/apps/ g/ page /nationa 
l /how-a-bloodsucker-transmits- the-zika-virus/1964/) 
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células secretoras das regiões proximal e distal dos lobos laterais e da região distal 

do lobo medial (JUHN et al., 2011). As glândulas salivares do Ae. aegypti contêm 

aproximadamente 1-3ug de proteína, das quais metade são injetadas no hospedeiro 

vertebrado (MELO et al., 2015). Desta forma, a glândula salivar do mosquito produz e 

secreta moléculas como glutathiona s-transferase, citocromo c oxidase, NADH 

ubiquinona, heme peroxidase animal, thiorededoxina (ANEXO 1). Estas moléculas 

podem ajudar tanto na digestão de açucares e néctares para sua alimentação, quanto 

no repasto podendo afetar a constrição vascular, a coagulação sanguínea, a 

agregação plaquetária e a imunidade do hospedeiro (RIBEIRO; ARCA, 2009; 

RIBEIRO; MANS; ARCA, 2010; SCHNEIDER; HIGGS, 2008).  

 

2.5.2 ATIVIDADE ANTI-HEMOSTÁTICA 

 

Em relação à hemostasia, as principais ações da saliva sobre o organismo são: 

antiagregante de plaquetas, vasodilatadora e anticoagulante  (CONWAY et al., 2014). 

A atividade antiagregante plaquetária é desempenhada, principalmente, pela 

aegyptina que é uma proteína que se liga ao Fator de von Willebrand, no sítio de 

interação com o colágeno impedindo a ligação dos dois, dificultando o prosseguimento 

da cascata de coagulação (CHAGAS et al., 2014; MCCRACKEN et al., 2014). Outro 

componente, a apirase é uma enzima que catalisa a hidrólise de adenosina trifosfato 

(ATP) e adenosina difosfato (ADP) liberados por células lesadas ou plaquetas 

ativadas, e assim reduzem a ativação e o recrutamento de plaquetas  (SMITH et al., 

2002; WU et al., 2013). Por último, as proteínas D7 é adaptada a se ligar a aminas 

biogênicas as quais podem aumentar a agregação plaquetária (CALVO et al., 2006; 

RIBEIRO et al., 2007). 

 Em relação à ação vasodilatação as sialocininas tipo I e II são peptídeos da 

família das taquicininas. Tais componentes causam constrição da musculatura lisa, 

porém, quando no endotélio promovem intenso relaxamento causado pela liberação 

de NO (CHAMPAGNE; RIBEIRO, 1994; RIBEIRO, 1992). Por último, as serpinas 

(inibidores de serinoproteases) desempenham um papel importante no controle e 

regulação da coagulação inibindo tanto a via intrinsica quanto a extrinsica através da 

inibição espefífica do fator Xa (GETTINS, 2002; HUNTINGTON, 2014; STARK; 

JAMES, 1995). 
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2.5.3 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA 

 

Outro desafio enfrentado pelos mosquitos ao realizar a hematofagia é a inibição 

da resposta imune dos vertebrados atuando direta ou indiretamente em células 

imunes efetoras como células dendríticas, macrófagos e células T, sendo que até o 

momento, poucas moléculas que exercem estas atividades foram descritas 

(ANDRADE et al., 2005; SÁ-NUNES; OLIVEIRA, 2010). No entanto, a saliva do Ae. 

aegypti  é capaz de inibir a secreção de TNF-α em mastócitos de ratos 

(BISSONNETTE; ROSSIGNOL; BEFUS, 1993). Além disso, a saliva foi capaz de inibir 

a proliferação de linfócitos de camundongo in vitro induzindo apoptose nessas células  

(linfócitos T CD4 +, T CD8+ e B) por um mecanismo dependente de caspase 3 e 8 

(BIZZARRO et al., 2013a; WANASEN et al., 2004).  

Schneider et al. (2004) demonstraram, em murinos, que a saliva do Ae. Aegypti 

foi capaz de promover a troca de um padrão Th1, para um padrão Th2, diminuindo a 

produção de IFN-β, IFN-γ, e um aumento na expressão de IL-4 e IL-10. Wasserman, 

et al. (2004), também, mostraram que a saliva inibiu a produção de citocinas pró 

inflamatórias (GM-CSF e TNF-α) e reduziu as citocinas do perfil Th1 (IL-2 e IFN-γ), 

contudo, um efeito moderado foi observado nas citocinas de perfil Th2 (IL-4 e IL-5). 

Esse aumento e diminuição na expressão de citocinas foi observado em uma proteína 

isolada da saliva do Ae. Aegypti (SAA-4), a qual aumentou significativamente a 

expressão de IL-4 e diminuiu a expressão de IFN- γ (BOPPANA et al., 2009).  

Estudos em modelos animais injetados com a saliva mostraram que a saliva foi 

responsável pela sensibilização após as picadas dos mosquitos, visto que seus 

antígenos pode levar as reações imediatas e tardias na pele, aumentando o número 

de eosinófilos e a expressão de IL-4, IL-5 e IL-13  (BARROS et al., 2016). Em outro 

estudo, Sales-Campos, et al. (2015), utilizou a saliva em um modelo de doença 

inflamatória intestinal, onde houve a redução da expressão de IFN-γ, TNF-α, IL-1β e 

IL-5, além da diminuição da área inflamatória local.  

 Neste sentido, as propriedades farmacológicas da saliva do Ae. aegypti 

começam a ser melhor elucidadas. Com a necessidade de novas terapias para a 

sepse que não só tenham atividade antimicrobiana, como imunomoduladora tem-se a 

saliva como candidato terapêutico. 
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3 OBJETIVO 
 

3.1 Objetivo geral 
 

Avaliar a atividade imunomoduladora e antioxidante da saliva do mosquito Aedes 

aegypti em modelo de sepse murina. 

 

3.2  Objetivos específicos 
 

•    Avaliar o efeito da saliva do Aedes aegypti na sobrevida de animais com sepse; 

• Avaliar o efeito da saliva do Aedes aegypti na modulação da resposta imune de 

modelo animal de sepse, através da avaliação dos seguintes parâmetros: carga 

bacteriana e migração leucocitária; 

• Avaliar o efeito da saliva do Aedes aegypti no estresse oxidativo em modelo 

animal de sepse através da dosagem de: oxido nítrico, produção de EROS, 

capacidade antioxidante total, malondialdeido, DPPH e GSH; 
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4.  MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Animais em experimentação 
 
4.1.1. COMITÊ DE ÉTICA 

 
O projeto foi previamente submetido ao Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Federal do Pará (UFPA), obedecendo-se aos critérios, de 

acordo com as normas estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais 

Laboratoriais. O mesmo foi aprovado sob o parecer no: 5919210516 (ANEXO 2) 

 

4.1.2. OBTENÇÃO DOS ANIMAIS E EUTANÁSIA 

 
Foram utilizados Camundongos das linhagens Swiss machos, pesando em 

torno de 20 a 35 gramas, oriundos do Biotério Central do Instituto de Ciências 

Biológicas (ICB) da UFPA. Todos os animais foram mantidos sob condições 

controladas de temperatura (25 ± 1ºC) e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 

horas, tendo livre acesso à alimentação e água. Além disso, foi dada a devida atenção 

aos aspectos éticos das pesquisas sendo o número de animais restritos ao mínimo 

necessário. Todos os animais foram mortos pelo método recomendado pelaa 

Resolução Normativa nº 6, de 10 de julho de 2012 do Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA).  

A preconização da eutanásia para a Ordem Rodentia é o da exsanguinação por 

punção cardíaca após anestesia geral. Os animais 12 e 24 horas após a realização 

do modelo experimental da sepse foram anestesiados para a eutanásia com 

quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) intra-peritoneal por meio do 

aprofundamento da anestesia seguido de exsanguinação por punção cardíaca. Todos 

os animais experimentais mortos foram  

 
4.2 Obtenção da saliva do Aedes aegypti 
 

A saliva do Aedes aegypti foi fornecida pelo Dr. Pedro Roosevelt Torres Romão 

(Laboratório de Imunologia / Departamento de Ciências Básicas da Saúde / 

Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre, Brasil).  A concentração 

protéica foi determinada em NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, 
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DE, EUA) e alíquotas foram armazenadas a -80 oC até o momento de uso.  

 

4.3 Experimento in vivo e ex vivo 
 

Os animais foram submetidos a transfixação do coto-cecal, a fim de induzir 

sepse. Os mesmos foram tratados com a solução salina 0,9% (CLP+salina), 

Ceftriaxona (CLP+Cef - 20 mg/kg) e saliva do Ae. aegypti (CLP+SV - 3,5 µg/mL). Após 

o tratamento os animais foram sacrificados e realizadas as devidas coletas. Um 

delineamento experimental é demonstrado na figura abaixo:  

 
 

 
 
 

 

4.3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 
Baseado nos dados anteriores, 80 animais serão divididos nos seguintes grupos 

experimentais: 

• GRUPO 1 (Sham): Animais receberam exatamente os mesmos procedimentos 

cirúrgicos, com exceção da indução de sepse – 10 animais; 

24h 
0h 

0h 

16 
dias 

Salina Ceftriaxona Sham Saliva 

Falso Operado 

Sobrevida 

CLP 

n=5 n=5 n=5 n=5 

24h 
0h 

n=5 n=5 n=5 n=5 

Salina Ceftriaxona Sham Saliva 

Falso Operado 0h CLP 

12h 
24h 

Carga Bacteriana, Migração Leucocitária, Oxido Nítrico, Detecção de EROS, 
MDA, TEAC, GSH e DPPH 

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL in vivo E ex vivo 

Figura 10. Delineamento experimental in vivo e ex vivo.  
Fonte: Autor 
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• GRUPO 2 (CLP+Salina): Animais receberam tratamento com solução salina 

estéril intraperitoneal (150uL) 24 horas antes e no tempo anterior a indução de sepse 

– 10 animais; 

• GRUPO 3 (CLP+Cef): Animais receberam tratamento com cefitriaxona por via 

intraperitoneal 24 horas antes e no tempo anterior a indução de sepse – 10 animais 

• GRUPO 4 (CLP+SV): Animais receberam tratamento com Saliva de Ae. aegypti 

por via Intraperitonial 24 horas antes e no tempo anterior a indução de sepse – 10 

animais 

 

4.3.2 MODELO DE SEPSE INDUZIDA POR TRANSFIXAÇÃO DO COTO-CECAL 

 

O modelo de transfixação do coto-cecal (CLP) é considerado um modelo de 

alto padrão, uma vez que mimetiza a sepse decorrente de uma peritonite causada por 

uma apendicite ou diverticulite.  Inicialmente foi proposto em ratos, sendo adaptado 

para o uso em camundongo de acordo com a metodologia de Cuenca et al. (2010). 

Para a realização da indução da sepse, os camundongos foram anestesiados 

com uma solução de cetamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg), na proporção de 1:1. 

Posteriormente, foi realizada a depilação da parede abdominal e a assepsia do campo 

operatório com iodopovidona e álcool a 70º. Foi realizada uma pequena incisão e o 

ceco foi, então, exteriorizado com auxílio de uma pinça cirúrgica. Com um fio de 

algodão foi realizado a ligadura do ceco a um centímetro da válvula ileocecal. Após a 

ligadura, o coto isolado do ceco foi transfixado 2 vezes com uma agulha de 22 gauss 

a partir do ponto de ligadura até a porção mais distal do ceco como mostrado na figura 

12 (D’ACAMPORA; LOCKS, 2014). 

 

                              

Figura 11. Esquema da transfixação do coto-cecal com ligadura do colón. 
                          Fonte: Adaptado de d’Acampora e Locks, 2014. 
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Logo após, o ceco foi levemente comprimido para extravasamento do conteúdo 

fecal. Para os animais do grupo Sham, o ceco foi exteriorizado sem a realização da 

transfixação. Em seguida, o ceco foi recolocado na cavidade peritoneal e o animal foi 

suturado com fio de nylon 3-0. Todos os animais receberam hidratação com 1 ml de 

solução fisiológica a 0,9%, por via subcutânea, para reposição de fluidos (Figura 13). 

Durante o tratamento foi administrado bupremorfina (0,05 a 0,1mg/kg) para as dores 

provenientes do procedimento cirúrgico, sendo os animais colocados em gaiolas pós-

operatória indivuais, sob luz incandescente por 1 hora.  
 

Figura 12. Procedimento da CLP. (A-B) Administração anestésico por via intraperitoneal e assepsial; (C, D e E) 
Ligadura, transfixação e exposição das fezes; (F) Sutura após a CLP com fio de nylon 3-0; (F) Camundongo após 
a sutura região abdominal; (G) Administraç ão de 1mL de solução fisiológica 0,9%; (H) Cuidados após a CLP.  
Fonte: Autor. 
 

 

4.3.3 AVALIAÇÃO DA SOBREVIDA  

 Após a realização da CLP, os animais foram observados por 16 dias a cada 12 

ou 24 horas sendo anotados os pesos e os horários de óbito. Foi construída uma curva 

de sobrevida dos animais em relação ao tempo decocorrido após o procedimento.  

 

4.3.4 OBTENÇÃO DE LAVADO PERITONEAL, SANGUE E ORGÃOS  

 

4.3.4.1 Coleta do Lavado Peritoneal 

 

Após 12 e 24 horas de indução de CLP, os animais foram submetidos à 

sedação, na proporção de 1:1, por via intraperitoneal. A coleta do lavado peritoneal 

- Gaiolas com fundo 
Aramado 
- Luz Incandecente: 
1hora 
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consistiu na lavagem do peritoneo com 3mL de solução salina tamponada fosfatada 

1x (PBS) acrescida de EDTA 1mM (New ProvÒ). As amostras foram, então, 

armazenadas em tubos tipo falcon de 15 ml devidamente identificados. Para as 

anáslises no conteúdo do sobrenadante, o mesmo foi obtido através de centrifugação 

(5 minutos a 1500rpm) e congelado em freezer -80 oC até o momento das análises. 

 

4.3.4.2 Coleta do sangue 

 

 Após a sedação foi realizada a coleta da amostra de sangue, por via 

intracardíaca após 12 e 24 horas de indução de CLP (Figura 14). A obtenção do soro 

deu-se por centrifugação (5min a 3000rpm) sendo todas as amostras devidamente 

identificadas. O soro foi mantido em freezer -80 oC até o momento das análises. 

 
4.3.4.3 Coleta de órgãos: fígado, baço, pulmão e coração  

 
Após a coleta do lavado peritoneal e do sangue dos animais foi realizado a 

coleta dos órgãos.  Cada órgão foi coletado, lavado com PBS 1x e armazenados em 

tubos do tipo eppendorf de 1,5mL até o momento de preparação do homogeinado. O 

mesmo foi realizado durante 5 minutos em (Ultra Turrax T25 BasicÒ) na presença de 

PBS 1X. Foi realizada centrifugação por 10 min a 3000rpm e o sobrenadante coletado 

e armazenado em freezer -80oC até o momento das análises com as amostras 

devidamente identificadas. 

 

4.3.5 AVALIAÇÃO DA CARGA BACTERIANA 

 
Para a realização deste ensaio foram utilizadas as amostras coletadas após 12 

e 24h da CLP. Para a quantificação da carga bacteriana, o sangue, o lavado peritoneal 

e o homogeinado de órgãos foram utilizados e foram realizadas diluições na proporção 

de 1:10 e 1:100. As amostras foram semeadas (10 uL) por esgotamento, sob 

condições estéreis, em placas de Petri contendo Ágar Müeller Hinton (KASVIÒ). As 

placas de cultura foram incubadas por 24 horas a 37 °C e o número de unidades 

formadoras de colônia (UFC) quantificadas manualmente (Figura 15). 
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Figura 13. Esquema dos procedimentos para a avaliação da carga bacteriana.  
Fonte: Autor 

 

4.3.6 AVALIAÇÃO DA MIGRAÇÃO LEUCOCITÁRIA  

 
Foi realizada a avaliação da migração leucocitária no lavado peritoneal e no 

sangue após 12 e 24h de indução de sepse. Para a migração leucocitária do lavado 

peritoneal, a contagem total de leucócitos foi realizada em câmara de Neubauer e 

expressa como número de 106 células/mL. A contagem diferencial foi realizada com 

100 células diferenciando os tipos celulares de acordo com Lindstrom et al. 2015, a 

partir do lavado preparado em citocentrífuga (InbrasÒ) e corado pelo método de May 

Grunwald Giemsa (Figura 16). Os resultados foram expressos como número de 

mononucleares e neutrófilos presentes no lavado peritoneal x 106/cavidade. Para a 

migração leucocitária no sangue, a quantificação foi feita baseada nos dados 

expressos no hemograma completo e os resultados expressos em mm3. 

 
Figura 14. Diferentes morfologias de leucócitos de camundongos.       

Fonte:  Adaptado de Linstrom, et al.,2015 e Lee & 
McGarry, 2007. 

 
                                                                                          

Sangue, Lavado 
Peritoneal e 

Orgãos  

10 µL das 
amostras à 1:10 e 

1:100 
 

Semeio por 
esgotamento 

24h a 37oC à 
contagem das UFC  
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4.3.7 DOSAGEM DE ÓXIDO (NO) NITRICO EM AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

 

O NO foi mensurado pela concentração de nitrito (NO2) foi mensurada pela 

reação de Griess. Foram utilizadas amostras de soro, lavado peritoneal e órgãos de 

todos os grupos. Volumes iguais de sobrenadante e do reagente de Griess foram 

incubados por 10 min à temperatura ambiente a leitura foi realizada em leitor de 

microplaca a 550 nm. A concentração de NO2 foi determinada a partir de uma curva-

padrão feita com NaNO2 (STUEHR; MARLETTA, 1985). 

 

4.3.8 DETERMINAÇÃO DE MALONDIALDEIDO (MDA) EM AMOSTRAS 

BIOLÓGICAS 

 

Esta técnica baseia-se na reação do MDA e outras substâncias com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA; Sigma-Aldrich Ò), em pH baixo e temperatura elevada, formando 

o complexo MDA-TBA de cor rósea, com absorbância em 535 nm. 

O procedimento técnico foi realizado de acordo com fundamentos propostos 

por  Kohn e Liversedge (1944), adaptados por Percário et al. (1994), método que 

consiste no preparo inicial do fosfato monobásico de potássio (KH2PO4 75 mM, 

SynthÒ) em água acidificada (pH 2,5). Esta solução é utilizada na preparação do TBA 

(10 nM). Adiciona-se 500 µl de amostra à 1000µl da solução de ácido tiobarbitúrico 10 

nM. Em seguida leva-se ao banho-maria (95ºC x 60 min); após a incubação deixa-se 

esfriar a temperatura ambiente; adiciona-se 4,0 ml de álcool 1-butílico, homogeneiza-

se bem em vórtex e posteriormente submete-se a centrifugação a 175 x g (15 min); 

coleta-se 3,0 ml do sobrenadante para leitura espectrofotométrica a 535 nm. Ultilizou-

se como padrão o 1,1,3,3, tetrahidroxipropano (Sigma-AldrichÒ) para a realização da 

curva padrão. 

 

4.3.9 QUANTIFICAÇÃO DA LIBERAÇÃO DE EROS INTRACELULAR ex vivo 

 

A quantificação de EROS intracelular foi realizada de acordo com Ferreira-

Cravo et al. (2007). O lavado peritoneal (2x105 cél/mL), coletado dos grupos 

experimentais, foram encubados com 40 µM de terc-butil-hidroperóxido (TBHP Sigma-

Aldrich Ò) por 30 em estufa com 5% de CO2 a 37 oC. A leitura foi realizada com 10µM 
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de 2,7-diacetato de diclorodihidrofluoresceína (H2DCFH-DA; Sigma-Aldrich Ò), um 

composto não fluorescente que se difunde passivamente através das membranas 

biológicas. O H2DCFH-DA é hidrolisado por esterases intracelulares a 

diclorodidrofluoreceína (DCF), um composto que após interação com EROS presentes 

no meio intracelular gera subprodutos fluorescentes. Desta forma, o conteúdo de 

EROS foi medido pela oxidação do DCF em espectrofluorímetro nos comprimentos 

de onda de emissão e de excitação de 520 nm e 485nm, respectivamente. Todos os 

dados foram corrigidos através da fluorescência de background.  A quantidade de 

EROS intracelular foi expressa em intensidade de fluorescência (UA). 

 

4.3.10 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TEAC) 

 

Foi determinada de acordo com a capacidade antioxidante equivalente ao 

Trolox. O Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxílico; Sigma- 

Aldrich Ò) é um potente antioxidante análogo hidrossolúvel da vitamina E. Foi seguido 

o método proposto por Miller et al. (1993) modificado por Re et al. (1999). Trata-se de 

uma técnica colorimétrica baseada na reação entre o ABTS (Sigma- Aldrich Ò) com 

persulfato de potássio (K2S2O8; Sigma AldrichÒ), produzindo diretamente o radical 

cátion ABTS•+, cromóforo de coloração verde/azul. A adição de antioxidantes a este 

radical cátion pré-formado o reduz novamente a ABTS, em escala dependente da 

capacidade antioxidante, concentração de antioxidantes e duração da reação. Isto 

pode ser mensurado por espectrofotometria pela observação da mudança na 

absorbância lida a 734nm durante cinco minutos (FentoÒ). Assim, foi determinada a 

atividade antioxidante total da amostra, sendo calculada a sua relação com a 

reatividade do Trolox como padrão, através da realização de curva padrão sob as 

mesmas condições. Os resultados foram expressos como TEAC no mmol de Trolox 

por quilograma. 

 

4.3.11 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) 

 

A determinação dos níveis intracelulares da forma reduzida da GSH baseia-se 

na capacidade da GSH em reduzir o ácido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB, Sigma-

AldrichÒ) para ácido nitrobenzóico (TNB), o qual foi quantificado por 
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espectrofotometria em comprimento de onda de 412 nm (VASCONCELOS et al., 

2007). Para as determinações das concentrações de GSH será realizada a 1ª leitura 

da amostra (T0), em seguida será adicionado 100 μL de DTNB e após 3 minutos será 

2ª leitura da amostra (T3) para que seja determinada a concentração de GSH 

expressa em μg/ml. 

 

3.3.12. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELA CAPTURA 

DO RADICAL LIVRE (DPPH)  

 

A técnica foi adaptada de Rufino et al. (2007). O método baseia-se na 

transferência de elétrons onde, por ação de um antioxidante ou uma espécie radicalar 

(DPPH). O DPPH que possui cor púrpura é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, 

de coloração amarela, com conseqüente desaparecimento da absorção, podendo a 

mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbância. A partir dos resultados 

obtidos foi determinado o percentual de seqüestro de radicais livres.  

 

4.4 Análise estatística 
 
 Todos os dados serão avaliados pela Análise de Variância (ANOVA) de uma 

via, com correção pelo teste de Tukey. Os dados de cada grupo experimental serão 

expressos como a média ± desvio padrão. A probabilidade aceita como indicativa da 

existência de diferenças significantes será de p<0,05. 
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5 RESULTADOS 
 

Para todos os experimentos os animais foram divididos em controle cirúrgico 

(sham) e com indução de CLP, os quais foram pré - tratados com salina 0,9%, 

ceftriaxona (20 mg/kg) e com saliva (3,5 µg/mL). Para a avaliação da taxa de 

sobrevida, os animais foram avaliados por 16 dias e como indicativo de saúde dos 

animais foi avaliado o seu peso corporal. Em todos os outros experimentos foi avaliado 

o sangue e/ou lavado peritoneal e/ou orgãos (baço, coração, fígado e pulmão) nos 

tempos de 12 e 24 horas.  

 

5.1 Sobrevida e Avaliação do peso corporal 
 

A Figura 17 mostra que os animais com sepse pré-tratados com salina 

morreram em até 6 dias após a indução da CLP e os pré-tratados com ceftriaxona 

morreram após 7 dias.  Por outro lado, todos os animais sham e pré tratados com a 

saliva sobreviveram por pelo menos 16 dias (100% sobrevida). 

 

 

 Quanto ao peso corporal, o grupo sham apresentou aumento do peso corporal, 

progressivamente, durante os 16 dias. Os animais CLP pré-tratados com salina ou 

ceftriaxona tiveram uma perda de peso corporal até o seu óbito. Por outro lado, os 

animais CLP pré-tratados com a saliva somente tiveram perda de peso até o 5º dia, 

recuperando o seu peso inicial no 6 dia, obtendo valores similares ao controle Sham 

(Figura 18). 

Figura 15. Taxa de sobrevida dos animais Sham e com sepse por 16 dias. Os animais foram 
divididos nos seguintes grupos (n=2/grupo): Sham e com sepse induzida: pré-tratados com 
solução salina 0,9% (CLP), Ceftriaxona (CLP+Cef) e saliva (CLP+SV). 
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5.2 Quantificação da carga bacteriana em vários tecidos 
 

A carga bacteriana foi quantificada a partir do número de UFCs presentes no 

sangue, lavado peritoneal e nos órgãos. No tempo de 12 horas, o grupo sham não 

apresentou carga bacteriana em nenhuma dos tecidos avaliados. Por outro lado, os 

animais CLP pré-tratados com salina apresentaram elevada carga bacteriana em 

todos os órgãos coletados. O grupo CLP+ceftriaxona apresentou carga bacteriana 

apenas no baço e no sangue. Os animais CLP pré-tratados com a saliva tiveram 

redução significativa na carga bacteriana em todos os tecidos avaliados comparados 

ao grupo CLP+salina (Tabela 3).  

 
Tabela	3.	Carga	Bacteriana	nos	animais	Sham	e	pré-tratados	com	salina,	ceftriaxona	e	saliva	após	12	horas	de	
indução	de	sepse.		

(x103) UFC/mL 

Grupos Orgãos   
Baço Coração Fígado Pulmão L. Peritoneal Sangue 

Sham ND ND ND ND ND ND 
Salina  2,5 ± 0,70 0,5 ± 0,70 3 ± 1,41 19,5 ± 2,12 11,5 ± 0,70 4,5 ± 0,70 

Cef  1,5 ± 0,70 ND ND ND ND 1 ± 1,41 
Saliva  0,21 ± 0,10 0,05 ± 0,01 0,31 ± 0,05 0,12 ± 0,05 0,54 ± 0,1 0,25 ± 0,05 

  ND: Não detectável; Cef: Ceftriaxona 
 

Em 24 horas, os animais do grupo sham continuaram sem infecção bacteriana 

nos tecidos avaliados, enquanto o grupo CLP+salina apresentou elevada carga 

bacteriana em todas as amostras. Por outro lado, o grupo CLP+ cefitriaxona manteve 

carga apenas no baço embora em menor número que comparado ao tempo de 12 

Figura 16. Peso corporal dos animais Sham e com sepse a partir do primeiro tratamento. Os animais 
foram divididos nos seguintes grupos (n=2/grupo): Sham e com sepse induzida: pré-tratados com 
solução salina 0,9% (CLP), Ceftriaxona (CLP+Cef)) e saliva (CLP+SV). 



50	
	

	
	

horas. Com relação ao grupo CLP+ saliva, não se obteve carga bacteriana na maioria 

dos órgãos avaliados, mantendo somente no lavado peritoneal em menor número de 

UFC comparado ao tempo de 12 horas e ao grupo CLP+salina em ambos os tempos 

(Tabela 4). 

 
Tabela 4. Carga Bacteriana nos animais Sham e pré-tratados com salina, ceftriaxona e saliva após 
24 horas de indução de sepse. 

(x103) UFC/mL-1 

Grupos 
Orgãos   

Baço Coração Fígado Pulmão L. Peritoneal Sangue 
Sham ND ND ND ND ND ND 

Salina  4,5 ± 0,70 3,5 ± 0,70 2 ± 1,41 3 ± 1,41 4 ± 4,24 3,5 ± 2,12 

Cef  0,5 ± 0,70 ND ND ND ND         ND  

Saliva  ND ND ND ND 0,005 ± 0,002 ND 
ND: Não detectável; Cef: Ceftriaxona 

 

5.3 Migração leucocitária 
 
5.3.1 SANGUE 

 
De maneira geral, os animais do grupo sham não apresentaram influxo de 

neutrófilos, monócitos e linfócitos para o sangue nos tempos de 12 e 24 horas. Com 

relação aos neutrófilos, os animais com sepse pré-tratados com salina apresentaram 

aumento de neutrófilos com 12 horas, com redução destas células em 24 horas. 

Todavia, os tratamentos com Ceftriaxona e Saliva nos animais com sepse reduziram 

o influxo de neutrófilos comparado ao grupo CLP+salina, obtendo valores similares 

aos animais sham (Figura 19 A e B).   

Relacionado aos monócitos, o grupo CLP + salina apresentou aumento destas 

células relação a partir de 24 horas comparado ao grupo sham, entretanto o 

tratamento com ceftriaxona diminuiu este influxo de mononucleares após 24 horas. 

Contudo, o grupo CLP + saliva apresentou influxo de monócitos em 12 horas e 

redução destas células após 24 horas comparado ao grupo CLP (Figura 19 C e D). 

 O número de linfócitos, no tempo de 12 horas, não estava alterado em nenhum 

dos grupos avaliados. Todavia, 24 horas após a CLP, os linfócitos do grupo CLP pré 

tratados com ceftriaxona ou saliva estavam aumentados comparados ao grupo sham, 

e o grupo CLP+ ceftriaxona também apresentava aumentado de linfócitos comparado 

ao grupo CLP +salina (Figura E e F). 
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5.3.2 LAVADO PERITONEAL  

No lavado peritoneal, o grupo CLP + salina apresentou aumento de neutrófilos 

em 12 horas, com pico do influxo dessas células em 24 horas. Em relação aos 

tratamentos, a saliva não alterou em 12 horas o perfil de migração de neutrófilos 

Figura 17. Migração leucocitária no lavado peritoneal nos animais com sepse. (A) Neutrófilos 12 e (B) 24 horas 
após a CLP; (C) Monócitos 12 horas e (D) 24 horas da CLP; (E) Linfócitos 12 horas e (F) 24 horas da CLP. Os 
animais foram divididos em: grupo Sham e CLP. Os animais do grupo CLP foram pré-tratados com: solução 
salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (CLP+Cef - 20 mg/kg) e saliva do Ae. aegypti (CLP+SV - 3,5 µg/mL). 
*p<0.05 comparado ao grupo sham #p<0.05 comparado ao grupo CLP+salina.  
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comparado ao grupo CLP+salina, no entanto em 24 horas, o pré-tratamento com 

saliva foi capaz de reduzir o influxo desta célula induzido pela sepse. Por outro lado, 

o tratamento com ceftriaxona induziu um aumento acentuado de neutrófilos em 12 

horas e uma redução abrupta em 24 horas comparado ao grupo Sham e CLP + salina 

(Figura 20 A e B).   

Em relação aos mononucleadas, todos os animais com sepse com os 

diferentes pré-tratamentos apresentaram aumento significativo no número destas 

células na cavidade peritoneal, com início do influxo em 12 horas e aumento 

progressivo em 24 horas (Figura 20 C e D).  

 

 

Figura 18. Migração leucocitária no lavado peritoneal em animais com sepse. (A) Neutrófilos 12 horas e (B) 24 
horas após a CLP; (C) Mononucleares 12 horas e (D) 24 horas da CLP. Os animais foram divididos em: grupo 
Sham e CLP. Os animais do grupo CLP foram pré-tratados com: solução salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona 
(CLP+Cef - 20 mg/kg) e saliva do Ae. aegypti (CLP+SV - 3,5 µg/mL). *p<0.05 comparado ao grupo sham 
#p<0.05 comparado ao grupo CLP+salina.  
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5.4 Produção de óxido nítrico  
 
5.4.1 PRODUÇÃO DE ÓXIDO NITRICO NO SORO E LAVADO PERITONEAL 

 
Os animais CLP tratados com salina apresentam aumento na produção de NO 

no soro e lavado peritoneal, principalmente no tempo de 12 horas mantendo-se até 

pelo menos 24 horas comparado aos animais sham. O tratamento com ceftriaxona foi 

capaz de reduzir parcialmente esta produção de NO no soro comparado ao grupo 

CLP+ salina, mas não alteraram os níveis de NO no lavado. O tratamento com a saliva 

também reduziu parcialmente NO no soro, entretanto potencializou os níveis deste 

mediador no lavado desde 12 após CLP comparado aos animais com sepse tratados 

com salina (Figura 21 A e B). 

 
 
 

Figura 19. Produção de óxido nitrico no soro e lavado de animais com sepse. (A) no soro no tempo de 12 
e 24 horas e no (B) lavado peritoneal no tempo de 12 e 24 horas. Os animais do grupo CLP foram pré-
tratados com: solução salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (CLP+Cef - 20 mg/kg) e saliva do Ae. aegypti 
(CLP+SV - 3,5 µg/mL). *p<0.05 comparado ao grupo sham #p<0.05 comparado ao grupo CLP+salina. 
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5.4.2 PRODUÇÃO DE ÓXIDO NITRICO NOS ÓRGÃOS 
 

Os animais com sepse tratados com salina apresentaram aumento significativo 

nos níveis de NO em todos os tecidos e tempos avaliados comparados ao grupo Sham 

(Figura 22 A e B). De maneira geral, os pré-tratamentos com ceftriaxona ou saliva nos 

animais com sepse não alteraram este aumento de NO nos tempos e tecidos 

avaliados. Somente, observou-se diferença no fígado com 12 horas e no coração com 

Figura 20. Produção de óxido nitrico nos orgãos de animais com sepse. Nos órgãos (A) 12 horas após a 
CLP e (B) 24 horas após a CLP. Os animais do grupo que tiveram indução de sepse foram pré-tratados 
com: solução salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (CLP+Cef - 20 mg/kg) e saliva do Ae. aegypti (CLP+SV 
- 3,5 µg/mL). *p<0.05 comparado ao grupo sham #p<0.05 comparado ao grupo CLP+salina. 
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24 horas, que ceftriaxona e saliva, respectivamente, potencializaram a produção de 

NO induzido pelo processo de sepse (Figura 22 A e B). 

 

5.5 Determinação dos níveis de malondialdeído (MDA) 
 

5.5.1 PRODUÇÃO DE MDA NO SORO E LAVADO PERITONEAL 

 

Os animais com sepse tratados com salina apresentaram aumento de MDA no 

soro e lavado peritoneal em todos os tempos avaliados. Os tratamentos (Ceftriaxona 

ou Saliva) levaram a diminuição nos níveis de MDA tanto no soro quanto no lavado 

peritoneal em ambos os tempos avaliados (Figura 23 A e B). 

Figura 21. Produção de malondialdeido no soro e peritônio de animais com sepse. A) no soro 12 e 24 horas 
após a CLP e no (B) lavado peritoneal 12 e 24 horas após a CLP. Os animais do grupo que tiveram indução 
de sepse foram pré-tratados com: solução salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (CLP+Cef - 20 mg/kg) e saliva 
do Ae. aegypti (CLP+SV - 3,5 µg/mL). *p<0.05 comparado ao grupo sham #p<0.05 comparado ao grupo 
CLP+salina. 
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5.5.2 PRODUÇÃO DE MDA NOS TECIDOS 

 

Os animais do grupo CLP + salina também apresentaram aumento nos níveis 

de MDA em todos os órgãos e tempos avaliados (Figura 24A e B). Com relação aos 

tratamentos, a ceftriaxona foi capaz de reduzir os níveis de MDA nos órgãos 

principalmente em 12 horas, entretanto esta diminuição foi parcial no coração e no 

fígado no tempo de 12 horas, e não alterou os níveis elevados de MDA induzidos pela 

sepse no fígado e baço em 24 horas (Figura 25 A e B). Entretanto, o pre-tratamento 

com a saliva diminui abruptamente os níveis de MDA em todos os tecidos avaliados, 

principalmente em 12 horas, comparado aos animais com sepse tratados com salina 

(Figura 24 A e B). 

Figura 22. Produção de malondialdeido nos órgãos dos animais com sepse. Nos órgãos (A) 12 horas após 
a CLP e (B) 24 horas após a CLP. Os animais do grupo que tiveram indução de sepse foram pré-tratados 
com: solução salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (CLP+Cef - 20 mg/kg) e saliva do Ae. aegypti (CLP+SV 
- 3,5 µg/mL). *p<0.05 comparado ao grupo sham #p<0.05 comparado ao grupo CLP+salina. 



57	
	

	
	

 

5.6 Liberação de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
 

A produção de EROs foi avaliada nos leucócitos presentes no lavado peritoneal 

24 horas após a indução da sepse. Para isso, após 24 horas da CLP, os leucócitos 

destes animais foram removidos e incubados ou não com tBHP e quantificado por 

fluorescência. 

Desta forma, os leucócitos peritoneais provenientes do grupo CLP+salina 

produziram maiores níveis de EROS na presença ou não de tBHP comparado ao 

grupo sham. Por outro lado, os tratamentos com ceftriaxona e saliva foram capazes 

de inibir a produção de EROS na presença ou não de tBHP, obtendo valores 

semelhantes ao grupo sham (Figura 25). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 23. Liberação de espécies reativas de oxigênio de leucócitos peritoneais de animais com 
sepse. Leucócitos provenientes dos animais Sham e com indução de sepse foram pré-tratados com: 
solução salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (CLP+Cef - 20 mg/kg) e saliva do Ae. aegypti 
(CLP+SV - 3,5 µg/mL) foram removidos após 24 horas da CLP e incubados ou não com tBHP e 
produção de EROs foi avaliada por fluorescencia.*p<0.05 comparado ao controle Sham, #p<0.05 
comparado ao grupo CLP+salina. 
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5.7 Capacidade antioxidante total pelo método do TEAC 
 

5.7.1 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL NO SORO E LAVADO PERITONEAL 

Os animais com sepse tratados com salina apresentaram redução na 

capacidade antioxidante total no lavado peritoneal e no soro nos tempos avaliados 

(Figura 26 A e B). Os tratamentos, a ceftriaxona e a saliva foram capazes de reverter 

a inibição da capacidade antioxidante em ambos os tempos, obtendo valores elevados 

de antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos, principalmente no soro (Figura 26 A 

e B).    

 

 

 

Figura 24. Capacidade antioxidante total no sangue e peritônio de animais com sepse. A) no soro 12 e 24 
horas após a CLP e no (B) lavado peritoneal 12 e 24 horas após a CLP. Os animais do grupo que tiveram 
indução de sepse foram pré-tratados com: solução salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (CLP+Cef - 20 
mg/kg) e saliva do Ae. aegypti (CLP+SV - 3,5 µg/mL). *p<0.05 comparado ao grupo sham #p<0.05 
comparado ao grupo CLP+salina. 



59	
	

	
	

5.7.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL NOS ÓRGÃOS 

 
Os animais com sepse e tratados com salina apresentaram redução nos fatores 

antioxidantes (capacidade antioxidante) em todos os tecidos e tempos avaliados 

(Figura 27 A e B). O tratamento com ceftriaxona nos animais com sepse foi capaz 

estimular a produção de fatores antioxidantes em todos os órgãos e tempos avaliados. 

Enquanto, o tratamento com saliva somente estimulou a produção dos fatores 

antioxidantes de todos os órgãos no tempo de 24 horas (Figura 27 A e B). 

 
  

 
 

 

 

 

Figura 25. Capacidade antioxidante total nos órgãos de animais com sepse. Nos órgãos (A) 12 horas 
após a CLP e (B) 24 horas após a CLP. Os animais do grupo que tiveram indução de sepse foram pré-
tratados com: solução salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (CLP+Cef - 20 mg/kg) e saliva do Ae. 
aegypti (CLP+SV - 3,5 µg/mL). *p<0.05 comparado ao grupo sham #p<0.05 comparado ao grupo 
CLP+salina. 
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6 DISCUSSÃO 
 

O modelo de CLP é considerado o padrão-ouro para a investigação da sepse in vivo, 

pois trata-se de um procedimento simples e se assemelha a progressão e as 

características da sepse humana (AYALA et al., 2000; DEJAGER et al., 2011; 

PARKER; WATKINS, 2001). O CLP em camundongos reproduz uma série de 

características chave da peritonite bacteriana secundária em seres humanos 

incluindo: infecção polimicrobiana (SIEMPOS et al., 2014), características 

hemodinâmica e a presença das fases anti e pró inflamatórias (DEJAGER et al., 2011; 

HOLLENBERG et al., 2001). 

Desta forma, no modelo de sepse por CLP foi avaliado parâmetros que indicam o 

estado geral de saúde dos mesmos, tais como sobrevida e peso corporal, além de 

parâmetros imunológicos e oxidativo (GRANGER et al., 2013). Para isto, os animais 

foram pré tratados pela via intraperitoneal com salina 0,9%, ou ceftriaxona (20mg/Kg), 

considerada um dos antibióticos mais utilizados em caso de sepse (OMS, 2008) ou 

com a saliva do Aedes aegypti (3,5 ug/mL), um potencial imunomodulador. 

Relacionado a sobrevida, os animais com sepse que receberam o tratamento com 

salina apresentaram perda significativa de peso corporal com morte em até 6 dias 

após o CLP. Segundo Bejamim, et al., (2000), o modelo de CLP considerado 

moderado pode sobreviver até 5 dias após o procedimento cirúrgico. Além disso, 

Siempos, et al. (2014) mostraram que 60% dos animais do modelo CLP moderado 

morrem até 7 dias após o procedimento. O mesmo foi demonstrado por Goncalves-

De-Albuquerque et al. (2016), nos quais os animais com sepse tratados apenas com 

placebo foram a óbito em até 7 dias após a indução de CLP. 

Como já mencionado anteriormente, o modelo CLP é caracterizado pela 

translocação bacteriana, com consequente infecção polimicrobiana. Entre as mais 

prevalentes e identificadas neste tipo de modelo estão a Escherichia coli, 

Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Klebsiela pneumoniae e Enterobacter 

aglomerans (CUENCA et al., 2010; RITTIRSCH et al., 2009). Os camundongos do 

grupo CLP + salina apresentaram elevada carga bacteriana e, todos os tecidos e 

tempos avaliados, sendo que no sítio inflamatório houve redução desta carga 24 horas 

após a CLP, que pode ser justificado pela fagocitose realizada pelos leucócitos 

recrutados para estes tecidos (Xiao et al. 2006).  
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Com relação aos componentes da resposta imune, sabe-se que as células 

mononucleadas e polimorfonucleadas, principalmente neutrófilos, são essenciais para 

a defesa do organismo frente aos patógenos (BOOMER; GREEN; HOTCHKISS, 2014; 

OCUIN et al., 2011). Esses leucócitos derivam de precursores na medula óssea, que 

possuem uma célula-tronco hematopoiética pluripotente que origina todos os 

componentes celulares do sangue (WALDNER, 2009). Assim, durante o processo 

inflamatório da sepse ocorre a ativação e migração destas células. Sendo que na fase 

inicial, os neutrófilos circulam no sangue, mas migram para os tecidos se forem 

recrutados por células residentes presentes nos locais de infecção e inflamação 

(RIBET; COSSART, 2015).  

Neste sentido, os animais com sepse pré-tratados com salina na fase inicial da 

infecção apresentaram aumento de neutrófilos no sangue e lavado peritoneal pelo 

menos até 24 horas após infecção, seguido de aumento de monócitos a partir de 24 

horas. Outros estudos como  Ocuin et al. (2011),também, mostraram que após 12 

horas de indução de sepse houve o recrutamento de neutrófilos e monócitos para o 

peritônio em modelo de CLP moderada. Por outro lado, no modelo de CLP grave 

embora ocorra uma estimulação exacerbada da resposta imune, há falência da 

migração celular, principalmente de neutrófilos (MARSHALL, 2005; PELLETIER et al., 

2010).  

Esses leucócitos, além da fagocitose e ativação da resposta imune adaptativa, 

também, produzem espécies reativas de nitrogênio, principalmente o NO pela ação 

da enzima iNOS, e junto com seus produtos gerados pela sua interação com outros 

intermediários irão atuar como microbicidas (OCUIN et al., 2011; WONG et al., 1996). 

Em nosso estudo, os animais com sepse pré-tratados com salina apresentaram 

aumento da produção de NO pelos leucócitos no soro, no lavado peritoneal e nos 

demais tecidos avaliados destes animais. O aumento da produção de NO está 

associado a ativação da iNOS nos leucócitos tanto em pacientes com sepse como em 

modelos de animais sépticos e sua relação com a gravidade da doença já está bem 

documentada (DE CRUZ; KENYON; SANDROCK, 2009; HUET et al., 2011; OCHOA 

et al., 1991). Os efeitos deletérios do NO já é demonstrado na literatura, sendo que o 

NO interage por exemplo com ânion superóxido gerando o peroxinitrito (ONOO-), um 

agente oxidante responsável pela peroxidação lipídica. Whiteman e Halliwell (1996) 

mostraram que a falha na migração leucocitária na sepse severa foi mediada pelo 
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peroxinitrito e posteriormente Clements et al. (2003) mostraram que ao tratar os 

animais com um sequestrador de ONOO- aumentou a migração e reduziu a carga 

bacteriana na circulação. 

Além das ERNs, as EROs estão associadas a falência múltipla de órgãos, que 

é uma das consequências grave da sepse (DROSATOS et al., 2015). Nesse sentido, 

em nosso estudo, observou-se um aumento significativo da geração EROs no lavado 

peritoneal de animais com sepse. Nossos dados corroboram com Inada et al. (2001) 

e  Wang et al. (2014), que demonstraram a produção de radicais no sangue e no 

lavado peritoneal com 4 e/ou 24 horas após CLP em ratos. Martins et al. (2003), 

também, mostraram que neutrófilos provenientes de pacientes sépticos quando 

estimulados in vitro por bactérias ou endotoxinas produzem elevados níveis de EROs. 

Assim, a geração controlada de espécies reativas no espaço extracelular tem 

como função eliminar patógenos. No entanto, o excesso de EROs pode induzir efeitos 

deletérios como danos no DNA, perda da função de enzimas, reagir com lipídeos das 

membranas celulares produzindo a peroxidação lipídica, resultando em produtos finais 

como o malondialdeído e outros aldeídos que levam a morte celular (WEIDINGER et 

al., 2015). Nesse sentido, os animais com sepse e pré-tratados com salina, os níveis 

de MDA estavam elevados no peritônio, no soro e em todos os órgãos avaliados. 

Estudos realizados por Dear et al. (2006) e Zolalim et al. (2015), também,  

evidenciaram altos níveis de MDA nos pulmões e fígados de ratos e camundongos 

com sepse.  

A fim de reduzir esses danos oxidativo, os animais possuem um sistema 

antioxidante enzimático e não enzimático que atua contra radicais livres e outros 

oxidantes. A capacidade antioxidante total pode ser avaliada pelo método do 

sequestro do radical ABTS+ (KAMBAYASHI et al., 2009), desta forma, os animais pré- 

com salina apresentaram redução na capacidade antioxidante total no lavado 

peritoneal, no soro e nos órgãos nos tempos avaliados. Sabe-se que na sepse, o 

aumento exacerbado de substâncias pró-oxidantes pode levar a uma redução nos 

estoques de antioxidantes, com isso estes são insuficientes para neutralizar o dano 

celular provocado por estes radicais, por este fato a suplementação com antioxidantes 

torna-se necessária (CARVALHO; TROTTA, 2003; PETRONILHO et al., 2016).  

Até o momento, a sepse é tratada comumente com terapia antimicrobiana 

controlando a infecção, além do uso de terapias de suporte (ANDRADES et al. 2011). 
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Assim, a ceftriaxona, um dos antibióticos mais utilizados em caso de sepse (OMS, 

2008), foi uma terapia de escolha. Todavia, em nossos dados, a ceftriaxona não 

melhorou o prognóstico dos animais com sepse, visto que os animais tratados com 

ceftriaxona morreram após 7 dias de indução de sepse e tiveram uma perda de peso 

corporal até o momento do óbito. Por outro lado, Doershcung et al. (2004) mostraram 

que os antibióticos foram capazes de aumentar a sobrevida dos animais comparado 

ao controle CLP, mas não evitar o óbito destes animais, mostrando que os antibióticos 

apenas diminuem a severidade da sepse (TURNBULL et al., 2003). Nesse sentido,  

animais com sepse pré tratados com ceftriaxona 12 horas antes da CLP e depois a 

cada 12 horas por sete dias, também mostraram que houve aumento da sobrevida 

destes animais em relação ao grupo CLP, apesar de os mesmos terem evoluído a 

óbito (TURNBULL et al., 2003).  

A carga bacteriana do grupo CLP + ceftriaxona estava presente apenas no 

baço e no sangue no início da infecção, regredindo posteriormente. A ceftriaxona é 

uma cefalosporina de terceira geração que interfere na síntese dos peptidoglicanos 

bacterianos após a ligação às proteínas de ligação de beta lactâmicos, levando a 

consequente lise celular (HUSSEIN et al., 2016; NAU; EIFFERT, 2002; YILMAZ et al., 

2011). Desta forma, a atividade antimicrobiana do antibiótico já está bem 

documentada e relacionada ao seu mecanismo de ação. 

De maneira geral, o tratamento com Ceftriaxona levou uma diminuição de 

neutrófilos no sangue e lavado peritoneal, mas não alterou o número de 

mononucleares. Dados semelhantes foram observados por Gomes et al. (2004), em 

que outros antibióticos como ciprofloxaciona, clindamicina e imipenem diminuíram o 

influxo de neutrófilos para cavidade peritoneal 24 horas após a CLP. Além disso, Majhi 

et al. (2014) mostraram que a ceftriaxona diminuiu o influxo de polimorfonucleares 

para o sitio de inflamação no modelo inflamatório testado. 

Quanto aos níveis de óxido nítrico, de maneira geral, o pré-tratamento com 

ceftriaxona não alterou o aumento de NO nos tempos e tecidos avaliados, com 

exceção do soro. Nesse sentido, Majhi et al. (2014) demonstraram expressão reduzida 

da iNOS após o tratamento com ceftriaxona no modelo infecção pulmonar por S. 

pneumoniae. Quanto a liberação EROs, o tratamento com o antibiótico inibiu a 

produção de EROs na presença ou não do oxidante tBHP, sugerindo que a ceftriaxona 

apresenta uma atividade antioxidante. Fato que foi comprovado pela avaliação do 



64	
	

	
	

MDA, o tratamento com ceftriaxona foi capaz de reduzir os níveis de MDA na maioria 

dos órgãos avaliados. Similarmente, Amin et al. (2014) mostraram que os níveis de 

MDA também estavam reduzidos após 7 dias de tratamento com o antibiótico nos 

ratos. Doerschung et al. (2004) verificou que a ceftriaxona foi apenas capaz de 

retardar a lesão pulmonar, explicando os níveis de MDA elevados no pulmão. Além 

disso, Alhumaidha (2014) relatou um aumento de MDA no fígado de ratos wistar após 

o tratamento com ceftriaxona com doses de 180mg/Kg.  

Relacionado ao tratamento com a ceftriaxona, a mesma foi capaz de aumentar 

a capacidade antioxidante em ambos os tempos, principalmente no soro e em todos 

os órgãos. Estudos relatam uma atividade antioxidante da ceftriaxona como de  Yilmaz 

et al. (2011) que administrou pela via i.p. a ceftriaxona (200mg/Kg) durante 10 dias 

em camundongos com estresse, observando aumento de glutationa peroxidase e 

catalase. Amin (2014), também, relatou que os animais tratados com ceftriaxona 

apresentaram aumento dos níveis de GSH. Recentemente, Hunssein et al. (2016) 

mostraram que o tratamento com ceftriaxona (200mg/Kg) em ratos com inflamação, 

levou ao aumento significativo da concentração de GSH e da atividade da catalase, 

além de reduzir as concentrações de MDA no hipocampo destes animais. 

A literatura é escassa quanto a pesquisas que envolvam a atividade isolada da 

saliva do Aedes aegypti em modelos experimentais. Contudo, em nosso estudo, todos 

os animais pré tratados com a saliva sobreviveram por pelo menos 16 dias e 

recuperam a perda de peso induzida pelo processo de sepse. O único relato da 

literatura que disserta sobre seu efeito em modelo experimental é em modelo de colite 

experimental, no qual a saliva foi capaz de melhorar os “scores” da doença, reduzindo 

a gravidade da doença independente do tempo de tratamento ou da duração da 

exposição do agente indutor de colite aguda(SALES-CAMPOS et al., 2015). 

A redução da carga bacteriana, também foi observada nos animais CLP pré-

tratados com a saliva. No entanto, não há relatos na literatura que expliquem a 

atividade antibacteriana da saliva. Todavia, Rossignol e Lueders (1986), 

demonstraram a presença de um componente que atuava como um fator bacteriolítico 

que controlava o crescimento de bactérias patogênicas durante a ingestão de 

açucares pelo mosquito, tal fator foi posteriormente descrito como uma lisozima 

(AAEL009670) (JUHN et al., 2011; RIBEIRO et al., 2007). 

Com relação ao perfil leucocitário, de maneira geral, o pré-tratamento com a 
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saliva inibiu o influxo de neutrófilos, mas não alterou os mononucleares. Estudos 

mostraram a saliva do Ae. aegypti foi capaz de induzir a resposta inata à infecção por 

DENV através do recrutamento de neutrófilos  (PINGEN et al., 2016; SCHMID et al., 

2016). Entretanto, Ramos (2016) demonstrou que a saliva foi capaz de atuar 

diretamente em macrófagos, diminuindo sua ativação. Com relação aos linfócitos, a 

saliva foi capaz de suprimir a resposta proliferativa de linfócitos induzindo apoptose 

nas subpopulações de células T CD4+ e CD8+ dependente de caspase-3 e caspase-

8, sugerindo que apenas algumas subpopulações de células T naïve são afetadas  

(BIZZARRO et al., 2013a; SALES-CAMPOS et al., 2015; WANASEN et al., 2004). 

O tratamento com a saliva reduziu parcialmente a produção de NO induzido por 

sepse na maioria dos tecidos avaliados. O tratamento com saliva também foi capaz 

de inibir a produção de EROS na presença ou não de tBHP. Por outro lado, alguns 

estudos relatam que as sialoquininas I e II presentes na saliva do Aedes aegypti 

induzem elevados níveis de NO na circulação do hospedeiro (CHAMPAGNE; 

RIBEIRO, 1994). Essas moléculas são constituídas de peptídeos pertencentes à 

família das taquiquininas que são responsáveis pela ação vasodilatadora da saliva 

(RIBEIRO, 1992). Assim, as taquiquininas se ligam aos receptores presentes na 

parede dos vasos e induzem a liberação de NO e consequente relaxamento vascular 

(CHAMPAGNE; RIBEIRO, 1994). 

Além disso, o tratamento com Saliva nos animais com sepse mostrou um efeito 

antioxidante, diminuindo nos níveis de MDA e foi capaz de reverter a inibição dos 

fatores antioxidantes na maioria dos órgãos avaliados. Um estudo realizado por Girard 

et al. (2010), relatou vários componentes presentes na saliva de Aedes, os quais estão 

diretamente relacionados com a atividade antioxidante e processos relacionados ao 

estresse (enzimas do citocromo P450, glutathiona s-transferase, citocromo c 

oxidase, , heme peroxidase animal, thiorededoxina 1). Assim, outro estudo de 

constituintes proteico da saliva do Aedes aegypti, também relatou componentes 

relacionados ao estresse oxidativo como superoxido dismutase, citocromo P450, 

Glutathiona s-transferase, NADH-ubiquinona oxidoredutase, oxidoredutase 

transportadora de eltron entre outras (ALMERAS et al., 2010). Desta forma, estes 

dados sugerem que a saliva do Aedes apresentou efeito antioxidante no modelo de 

sepse, visto que inibiu os níveis de NO, EROs e MDA, além de aumentar os fatores 

antioxidantes, fato que pode estar relacionada aos seus componentes proteicos. 
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7 CONCLUSÃO PRELIMINAR 
 

 O tratamento com saliva do Aedes aegypti foi capaz de melhorar o prognóstico dos 

animais com sepse, aumentando a sobrevida e os pesos desses animais. Além disso, 

reduziu a carga bacteriana e aumentou o influxo de monócitos no sangue. 

 O tratamento com a saliva mostrou efeito antioxidante, visto que diminuiu a 

produção de NO e EROS. Por outro lado, aumentou os fatores antioxidantes nas 

amostras dos animais com sepse. 

 O tratamento com saliva nos animais com sepse levou a diminuição do dano 

celular, representada pela inibição da peroxidação lipídica induzida pela sepse em 

todos os tecidos avaliados.  

 Portanto, apesar dos danos causados pela sepse em animais, a saliva demonstrou 

elevada atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatória in vivo melhorando 

o prognostico da sepse. 
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produção, manutenção e/ou utilização de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de 
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Procedência: Biotério Central ICB/UFPA
Espécie: Camundongos isogênicos Gênero: Machos idade: 30 a 90 dias N: 60
Linhagem: Swiss Peso: 20 a 30 g   

Resumo: A sepse são situações nas quais se estabelece uma sÍndrome de resposta inflamatória sistêmica desencadeada por infecção 
suspeita ou confirmada (SIQUEIRA-BATISTA et al, 2011). Esta síndrome é um grave problema de saúde pública em Unidade de 
Terapia Intensiva (UTI), sendo um desafio considerável e crescente aos cuidados de saúde. Sabe-se que a resposta normal do 
organismo contra agentes infecciosos é a inflamação, sendo que a sepse e SRIS são caracterizadas pela produção excessiva de 
mediadores e recrutamento celular, resultando em um desequilibrio metabólico onde o organismo não consegue estabelecer a 
homeostase (PEREIRA JR et al., 1998). Sabe-se que a saliva do A. aegypti é capaz de inibir a secreção de TNF-ALFA em mastócitos 
de ratos, porém a liberaçãoo de histamina por estas células não é afetada. Afeta, também, a proliferaçãoo de linfócitos de camundongo 
in vitro induzindo apoptose nessas células (BIZARRO et al., 2013; CROSS, CUPP e ENRIQUEZ, 1994; WASSERMAN, SINGH e 
CHAMPAGNE, 2004). Além disso, WASSERMAN e colaboradores (2004), mostraram uma diminuiçãoo significativa de citocinas pró-
inflamatórias (GM-CSF e TNF-?) e citocinas do perfil Th1, IL-2 e IFN-ALFA mas, pouco efeito foi observado nos níveis das citocinas 
Th2, IL-4 e IL-5. A partir destes dados acima, em conjunto, de que a saliva de A. aegypti apresenta forte ação imunomoduladora seria 
de grande interesse investigar se essa ação da saliva é capaz de proteger animais com sepse de uma acentuada infecçãoo e processo 
inflamatório, que levam o animal ao óbito. In vivo será utilizado o modelo de sepse murino denominado de transfixação do coto-cecal, 
onde após o tempo de tratamento os animais serão sacrificados de acordo com a normas internacionais para pesquisa e 
experimentação em animal, com autorização prévia do Comitê de Ética Em Pesquisas Com Animais de Experimentação da 
Universidade Federal do Para? (CEPAE/UFPA)
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