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RESUMO

Os individuos sobreviventes a sepse tém um risco aumentado de desenvolver
doengas cardiovasculares (DCVs). Os desfechos da sepse, incluindo o
desenvolvimento de DCVs, dependem de uma complexa interacéo entre as alteracdes
fisiopatoldgicas desencadeadas pela sepse e o status de saude pré-sepse, que inclui
a existéncia de doencgas crbnicas de base. A obesidade € um importante fator de risco
para DCVs e sua prevaléncia tem aumentado consideravelmente nos paises
desenvolvidos, onde a sepse € uma das causas mais importantes de mortes. Portanto,
a coexisténcia de ambas as condi¢cdes, obesidade e sepse, tem se tornado cada vez
mais frequente na pratica clinica. No entanto, pouco ainda se sabe sobre o impacto
da obesidade no prognéstico cardiovascular de sobreviventes a sepse. Portanto, o
objetivo deste estudo foi investigar como a obesidade induzida pela dieta cafeteria
(CAF) influencia nas respostas cardiovasculares em camundongos que sobreviveram
a sepse experimental. Os resultados mostraram que, apesar de nao influenciar na
morbimortalidade a sepse, a obesidade induzida pela dieta CAF causou alteracoes
metabdlicas e de adiposidade nos animais sobreviventes a sepse, que foram
caracterizadas por aumento da adiposidade visceral associada a hipercolesterolemia
e hiperleptinemia. Além disso, a obesidade induzida pela dieta CAF alterou as
respostas cardiovasculares em sobreviventes a sepse. As analises do
eletrocardiograma demonstraram que os animais do grupo CAF-CLP foram protegidos
de prejuizos em segmentos importantes do eletrocardiograma, contudo apresentaram
estreitamento do intervalo QRS, o que poderia predispor a ocorréncia de arritmias. O
coragao isolado e os cardiomidcitos do grupo CAF-CLP apresentaram aumento da
funcdo intrinseca basal. No entanto, sob estresse farmacoldgico induzido por
isoprenalina, a responsividade cardiaca do grupo CAF-CLP foi significativamente
prejudicada. A obesidade induzida pela dieta CAF causou redugao na vasoconstricao
induzida por fenilefrina que foi exacerbada no grupo CAF-CLP. A hiporreatividade
aortica do grupo CAF-CLP foi mediada essencialmente por vias endoteliais,
envolvendo tanto um comprometimento do estimulo contratil, quanto um aumento do
estimulo de relaxamento. O comprometimento do estimulo contratil foi desencadeado
pela redugdo da ativagdo de ERK 1/2 associada a diminuicdo da produgdo de
prostandides vasoconstritores derivados da COX, enquanto o aumento do estimulo

de relaxamento foi desencadeado pela atividade da eNOS levando a produgao de NO



e, consequentemente, a ativacdo de GCs. Embora ndo tenha influenciado a
morbimortalidade a sepse, a obesidade induzida por dieta CAF melhorou a
morbimortalidade dos animais frente a um segundo desafio infeccioso com Aspergillus
fumigatus. Em conjunto, nossos resultados mostraram que a obesidade induzida pela
dieta CAF causa alteragbes significativas nas respostas cardiovasculares em
sobreviventes de sepse, que sido caracterizadas por um aumento da funcéo cardiaca
intrinseca e um prejuizo na contratilidade vascular. Apesar dessas alteragdes
adaptativas, a obesidade induzida pela dieta CAF nao influencia a morbimortalidade

a sepse, contudo parece ser protetora frente a um novo quadro infeccioso.

Palavras-chave: Sobreviventes a sepse; Obesidade; Sistema Cardiovascular;
Hiporresponsividade adértica; Oxido Nitrico Sintase; Oxido Nitrico; ERK 1/2;

Ciclooxigenase.



ABSTRACT

Sepsis survivors have an increased risk of development of cardiovascular diseases
(CVDs). Sepsis outcomes, including the development of CVDs, depend on the
complex interaction between pathophysiological alterations triggered by sepsis and
pre-sepsis health status, which includes the existence of underlying chronic diseases.
Obesity is an important risk factor for CVDs and its prevalence has considerably
increased in the developed countries, where sepsis is one of the most important
causes of mortality. Therefore, the coexistence of both conditions has become frequent
in clinical practice. However, the impact of obesity on the cardiovascular outcomes of
sepsis remains unclear. Thus, the aim of this study was to investigate how the cafeteria
(CAF) diet-induced obesity influences the cardiovascular responses in mice that
survived experimental sepsis. The results showed that CAF diet-induced obesity did
not influence morbimortality from sepsis. However, it caused adiposity and metabolic
alterations in the sepsis survivors animals, characterized by an increase of adiposity
associated with hypercholesterolemia and hyperleptinemia. Furthermore, the CAF
diet-induced obesity altered the cardiovascular responses in sepsis survivors. The
analyses of electrocardiogram demonstrated that the CAF-CLP group animals were
protected from impairments in the important segments of electrocardiogram; however,
they showed narrowing of QRS interval, which can predispose to arrhythmias. The
heart and cardiomyocytes isolated from the CAF-CLP group showed increased basal
intrinsic function. However, under pharmacological stress induced by isoprenaline, the
cardiac responsiveness of the CAF-CLP group was significantly impaired. CAF diet-
induced obesity caused reduction in the phenylephrine-induced vasoconstriction that
was exacerbated in the CAF-CLP group. Aortic hyporeactivity in the CAF-CLP group
was essentially mediated by endothelium pathways involving both an impairment of
contractile stimulus and an increase of relaxation stimulus. The impairment of
contractile stimulus was triggered by the reduction of ERK 1/2 activation associated
with decreased production of vasoconstrictors prostanoids derived from COX, while
the increase of relaxation stimulus was triggered by the eNOS activity leading to NO
production, and consequently sGC activation. Although it did not influence the
morbimortality from sepsis, CAF diet-induced obesity improved the animals
morbimortality when faced with a secondary infection with Aspergillus fumigatus.

Taken together, our findings showed that CAF diet-induced obesity alters the



cardiovascular responses in sepsis survivors, characterized by increased intrinsic
cardiac function and impaired aortic hyporesponsiveness. Despite these adaptive
alterations, CAF diet-induced obesity does not influence morbimortality from sepsis;

however it seems to be protective against a new infectious insult.

Keywords: Sepsis survivors; Obesity; Cardiovascular System;  Aortic
Hyporesponsiveness; Nitric Oxide Synthase; Nitric Oxide; ERK1/2; Ciclooxygenase
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1. INTRODUGCAO

A sepse continua sendo uma das principais causas de mortes evitaveis em
todas as faixas etarias e géneros (Olwal et al., 2021). De acordo com estimativas
globais, 49 milhdes de pessoas desenvolvem sepse todos os anos, sendo que dessas
cerca de 11 milhdes vém a 6bito (World Health Organization - Sepsis, 2017). Seguindo
a alta prevaléncia mundial, no Brasil, mais de 1 milhdo de casos de sepse foram
registrados, no periodo de 2010 a 2019, dos quais cerca de 463 mil resultaram em
obito (Almeida et al., 2022). Dessa forma, a sepse € considerada um importante
problema de saude publica, que gera elevados custos aos cofres publicos (Genga &
Russell, 2017; Neira et al., 2018; Reinhart et al., 2017)

Em 2016, no Terceiro Consenso Internacional de Definicdes de Sepse e
Choque Séptico, a sepse passou a ser descrita como uma disfungéo organica grave
desencadeada por uma resposta inflamatéria desregulada do hospedeiro a uma
infeccdo (Singer et al., 2016). Dentre os sistemas acometidos pela sepse, esta o
sistema cardiovascular. Em termos cardiacos, os pacientes sépticos apresentam,
frequentemente, depressdo da fungdo miocardica, que é conhecida também como
cardiomiopatia séptica (Lv & Wang, 2016; Merx & Weber, 2007). Ja em termos
vasculares, as alteracbes macro e microcirculatérias sao caracterizadas por
vasoplegia e hipoperfusdo de diferentes 6rgéos (Burgdorff et al., 2018; Morelli &
Passariello, 2016).

Apesar da elevada incidéncia de sepse na populacdo mundial, os avancos
significativos nas terapias antimicrobianas e nas abordagens clinicas aumentaram
consideravelmente o numero de individuos sobreviventes a sepse (Soussi et al.,
2022). Os pacientes que sobrevivem a sepse apresentam maiores riscos de
desenvolver doengas cardiovasculares (DCVs) (Angriman et al., 2022; Kosyakovsky
et al., 2021). Os mecanismos, contudo, que desencadeiam esse aumento na
susceptilidade as DCVs ainda sdo pouco conhecidos.

Assim sendo, varios esforcos tém sido realizados a fim de desvendar os
mecanismos envolvidos nas complicagdes, & longo prazo, associadas & pds-sepse. E
importante salientar que o progndstico dos pacientes pos-sépticos depende dos
efeitos provenientes da sepse, bem como de caracteristicas individuais prévias a

sepse, tais como o status de saude (Shankar-Hari & Rubenfeld, 2016). Entre as
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comorbidades que poderiam influenciar o prognostico dos individuos pos-sépticos, a
obesidade merece destaque, uma vez que apresenta alta prevaléncia mundial; € um
importante problema de saude publica e um fator de risco para o desenvolvimento de
uma série de doencas crénicas, principalmente as DCVs (Koliaki et al., 2019; Powell-
Wiley et al., 2021; World Health Organization - WHO, 2016).

Logo, sabendo que a sepse envolve alteragbes cardiacas e hemodinamicas;
que pacientes que sobrevivem a sepse apresentam maiores riscos de mortalidade e
de desenvolvimento de DCVs; e que a obesidade pode ter influéncia no prognostico
destes pacientes, o presente estudo se propdem investigar e caracterizar o impacto
da obesidade induzida por dieta de cafeteria nas funcbes cardiovasculares de
camundongos sobreviventes a sepse, identificando possiveis alvos terapéuticos para
o tratamento, sobretudo, de pacientes admitidos nas unidades de terapia intensiva
(UTIs) apoés um quadro de sepse.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Sepse: epidemiologia, conceito e suas consequéncias cardiovasculares

A sepse € uma condicdo complexa e multifacetada, comum tanto em paises
em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos, onde é uma das principais
causas de mortes evitaveis em todas as faixas etarias e géneros. Além disso, a sepse
tem sido a complicagcdo mais comum entre pacientes acometidos pela COVID-19
(Jabaley et al., 2018; van der Slikke et al., 2020). De acordo com os dados mais
recentes da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 49 milhdes de pessoas, no
mundo, desenvolvem sepse anualmente, sendo que dessas cerca de 11 milhdes vém
a obito (World Health Organization - WHO, 2017). Seguindo essa alta prevaléncia
mundial, no Brasil, foram registrados mais de 1 milhdo de casos de sepse no periodo
de 2010 a 2019, dos quais cerca de 463 mil resultaram em ébito (Almeida et al., 2022).
Dessa forma, a sepse € reconhecida como uma prioridade de saude global, sendo a
principal causa de admissdes e mortes em UTIs ndo cardiolégicas, o que gera
elevados custos aos cofres publicos (Genga & Russell, 2017; Neira et al., 2018;
Reinhart et al., 2017)

E bem estabelecido que o rapido diagnéstico e inicio do tratamento aumentam
drasticamente as taxas de sobrevivéncia em um quadro de sepse. Contudo, a falta de
um consenso sobre as defini¢des clinicas da sepse e as diretrizes diagndsticas ainda
permanece sendo um grande desafio (Patel & McElvania, 2019). Sepse € um termo
cunhado originalmente do grego sipsi, que faz referéncia a “decomposi¢cao animal,
vegetal ou da matéria organica na presenga de algum agente bacteriano”, sendo
descrito por Homero, em seus poemas, como sindbnimo de apodrecer. De acordo com
Hipocrates, o primeiro a introduzir o termo na literatura médica, esse apodrecimento
aconteceria no colon liberando “principios perigosos” que causariam o que ele
denominou de auto-intoxicagao (Funk et al., 2009). O conceito “putrefativo” da sepse
permaneceu até o século XIX, devido, principalmente, ao pouco conhecimento que se
tinha em relagao a origem e transmissao das doencgas infecciosas. Foi, entéo, a partir
dos achados de Lister e Semmelweiss, envolvendo os métodos antissépticos, e de
Pasteur e Koch, com a teoria dos germes, que passa a se desenvolver uma visao
mais moderna da sepse, em que a infecgao € considerada o componente essencial

para a ocorréncia dos sinais da doencga (Opal, 2011; Yuki & Murakami, 2015).
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Com a visdo moderna da sepse, houve um avango nas terapias anti-
microbianas e nos cuidados intensivos. Entretanto, a mortalidade dos pacientes ainda
se mantinha alta. Desta forma, as respostas fisiolégicas e inflamatérias do hospedeiro
comecaram a ser consideradas na constru¢cdo do conceito de sepse. Assim, a partir
da Conferéncia Consenso de 1991, realizada com o objetivo de uniformizar os
conceitos aplicados a pacientes com sepse e sua sintomatologia, foram introduzidas
clinicamente as definicbes de sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SRIS),
sepse, choque séptico e sindrome da disfungao multipla de érgaos (MODS) (Bone et
al., 1992; Namas et al., 2013; Yuki & Murakami, 2015). De acordo com essas
defini¢gbes, a sepse resultava de uma resposta inflamatoria sistémica, denominada
SIRS, desencadeada por um processo infeccioso. Quando, por sua vez, a SIRS era
associada a um quadro de disfuncéo de 6rgaos e hipotensao, recebia a denominagao
de sepse grave, que, quando persistente, evoluia para o choque séptico. Por fim,
casos em que ocorria a evolugdo progressiva da falha na fungdo dos 6rgados eram
denominados MODS. Portanto, a sepse era considerada fundamentalmente um
processo inflamatdrio, que seguia um modelo continuo de gravidade e progressao dos

sintomas.

Esses conceitos foram, recentemente, revisados e uma nova definicdo para
sepse, denominada Sepsis-3, foi proposta, em que a sepse passa a ser descrita como
uma disfun¢do organica grave decorrente de uma resposta inflamatéria desregulada
do hospedeiro frente a uma infeccéo (Singer et al., 2016). Além disso, o choque
séptico passa a ser considerado um subtipo de sepse, que é acompanhado por
significativas anormalidades circulatérias e metabdlicas capazes de aumentar
substancialmente as taxas de mortalidade (Shankar-Hari et al., 2016). Dessa forma,
essa nova definigao inclui os achados de estudos mais recentes que tem demonstram
que a sepse envolve a ativagao precoce de respostas tanto pré-inflamatérias, quanto
anti-inflamatdrias, que s&o associadas a consideraveis alteragcdes cardiovasculares,
neuronais, hormonais, bioenergéticas e metabdlicas. Logo, a letalidade da sepse
passa a ser considerada potencialmente superior a de uma infecgdo simples,

ressaltando a importancia do diagndstico rapido e adequado (Singer et al., 2016).

Como citado anteriormente, um dos principais sistemas acometidos pela
disfungao organica associada a sepse € o sistema cardiovascular (Figura 1), sendo a

disfuncao cardiaca frequentemente associada a um pior progndstico e aumento da
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mortalidade entre os pacientes sépticos (Lv & Wang, 2016; Merx & Weber, 2007). A
cardiomiopatia séptica, como € denominada, € definida como uma disfungao cardiaca
aguda e reversivel, que, normalmente, envolve um amplo espectro de alteragdes
estruturais, elétricas e funcionais. Embora as alteragdes estruturais ainda ndo tenham
sido extensamente investigadas, estudos demonstram a ocorréncia de dano tecidual
cardiaco durante a sepse, caracterizado por edema intersticial e intracelular, infiltrado
inflamatdrio, dano mitocondrial, focos difusos de cardiomidcitos apresentando
tumefacéo nuclear e citoplasmatica e/ou vacuolizagéo, e apoptose celular (Celes et
al., 2012; Smeding et al., 2012).

Ja em relagdo as alteracbes eletrocardiograficas, os achados clinicos mais
comuns incluem: prolongamento do intervalo PR, elevagédo do segmento ST; redugao
da amplitude do complexo QRS ou estreitamento do complexo QRS com bloqueio de
ramo deformado (Lv & Wang, 2016). Além disso, a sepse € um fator de risco
independente para o prolongamento do intervalo QTc¢, que predispéem a ocorréncia
de Torsades de Pointes e, consequentemente, o aumento da mortalidade entre
pacientes sépticos (Poveda-Jaramillo, 2021). Por fim, em termos funcionais, os
coracdes dos individuos sépticos, comumente, apresentam reducdo da fracdo de
ejecdo associada a uma ou mais das seguintes caracteristicas: (1) dilatagdo do
ventriculo esquerdo com pressdo diastdlica final (ou pressdo de enchimento
ventricular) normal ou baixa; (2) contratilidade ventricular reduzida, e (3) disfungéo dos
ventriculos direito e esquerdo (sistdlica e diastolica) com uma resposta reduzida a
infusdo de volume (Martin et al., 2019). Esse prejuizo funcional também é verificado a
nivel celular, em que os cardiomidcitos, durante a sepse, apresentam um prejuizo
significativo nos parametros de contratilidade (fragdo de encurtamento e velocidades
de contracdo e de relaxamento) (Niederbichler et al., 2006).

Além da cardiomiopatia séptica, as disfungcbes macro e microcirculatorias
também sdo comumente associadas a mortalidade em pacientes sépticos (Lipinska-
Gediga, 2016; Morelli & Passariello, 2016). Por apresentar um carater progressivo, a
hemodinamica nos estagios iniciais da sepse é bem diferenciada da hemodinémica
nos estagios finais. A principio, a liberagdo de mediadores do sistema imune, como
citocinas e componentes do sistema complemento, resulta na produ¢ao de histamina,
serotonina, cininas e enzimas lisossomais que, em conjunto, desencadeiam aumento

da permeabilidade capilar com consequente extravasamento de fluidos para o meio
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intersticial e hipovolemia. Esse estado é denominado de hipodinamico e caracteriza-
se pelo aumento da resisténcia vascular periférica e diminuigdo da pds-carga cardiaca
(Ahrens, 2006). A fluidoterapia € comumente utilizada com intuito de reverter esse
perfil hipodindmico, induzindo um estado hiperdindmico com aumento do retorno
venoso, normalizag&o ou elevagao da pos-carga cardiaca e diminuigao da resisténcia
vascular periférica (Zanotti-Cavazzonia & Hollenberg, 2009). Apesar da melhora do
funcionamento cardiaco e hemodindmico durante a fluidoterapia, sinais de
hipoperfusdao teciduais podem ainda persistir. Esse estado, frequentemente
denominado de choque distributivo, esta relacionado a ma distribuicdo do fluxo
sanguineo regional (espléncnico, mesentérico e renal) e a hipoxia citotoxica que é
capaz de provocar danos celulares, inclusive em células endoteliais (Ahrens, 2006;

Zanotti-Cavazzonia & Hollenberg, 2009)

Varios sao os mecanismos que poderiam contribuir com o estado hipodinamico
da sepse, o qual é, frequentemente, associado a reducio da responsividade vascular
a vasoconstritores, condigcdo que € denominada vasoplegia (Burgdorff et al., 2018).
Dentre os mecanismos ja descritos, as 3 isoformas da 6xido nitrico sintase (NOS)
contribuem para as mudancas hemodinamicas que ocorrem durante a sepse.
Contudo, a isoforma induzida da NOS (iNOS) tem um papel-chave, sendo a principal
fonte da producédo de éxido nitrico (NO) que ocorre durante a sepse (Matsuda &
Hattori, 2007). Além da iNOS, a ciclooxigenase-2 (COX-2) também possui um papel
importante na hiporresponsividade vascular durante a sepse, uma vez que é
responsavel, sobretudo, pelo aumento da producido de prostandides vasodilatores,
tais como prostaciclina (PGI2) e prostaglandina E2 (PGEz2) (Ozer et al., 2017; Bahar
Tunctan et al., 2013). Logo, o aumento da atividade da iINOS e COX-2, o qual pode
ser estimulada pela proteina quinase regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK1/2),
culmina com a superproducao de vasodilatadores que sao crucias para o estado

hipodindmico da sepse (Korkmaz et al., 2006).
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Figura 1: Resumo esquematico das principais alteragdes cardiovasculares que ocorrem durante
a sepse. Elaborada pela autora com auxilio do biorender.com.

2.2. Sobrevivéncia a sepse: o risco do desenvolvimento de doengas

cardiovasculares e a associagao com doencgas prévias

Apesar da sepse ser ainda considerada a principal causa de morte nas UTls,
0os avangos significativos nas terapias antimicrobianas e na medicina intensiva
permitiram a reducdo da mortalidade hospitalar precoce e, consequentemente, o
aumento do numero de pacientes sépticos que sobrevivem e recebem alta hospitalar
(Soussi et al., 2022). De acordo com as estimativas mais recentes, 48,9 milhdes de
casos de sepse sao registrados no mundo, anualmente, dos quais 11 milhdes
resultam em 6bito (Rudd et al., 2020). Logo, cerca de 37,9 milhdes de pacientes
sobrevivem a sepse a cada ano, o que representa, em torno, de 77% do total de casos
registrados. Contudo, apds a sepse, esses pacientes sao frequentemente acometidos
por complicagdes fisicas, cognitivas e psicologicas, que aumentam, substancialmente,
as taxas de readmissdes hospitalares e o risco de mortalidade entre esses individuos
(Soussi et al., 2022). Os achados da literatura demonstram que 1 em cada 5 individuos
sobreviventes a sepse sao rehospitalizados dentro de 30 dias apds a alta hospitalar
(Shankar-Hari et al., 2020).

Até um terco dessas readmissdes hospitalares se deve a ocorréncia de

infecgdes secundarias, uma vez que estudos demonstram que individuos



33

sobreviventes a sepse tem um risco aumentado de infec¢des recorrentes no primeiro
ano apos o episodio da sepse (T. Wang et al., 2014). Essa maior susceptidilidade a
infeccbes esta relacionada a desregulacéo do sistema imune, que persiste apos a
sepse e caracteriza-se pela ocorréncia de um ciclo vicioso, marcado por inflamacgao
de baixo grau, imunossupressdo adaptativa e catabolismo protéico, que é
retroestimulado a cada nova infecgéo (Mira et al., 2017). Além do déficit imunoldgico,
individuos sobreviventes a sepse, frequentemente, apresentam prejuizos cognitivos,
principalmente na atencao, percepcao e memoria; e disturbios afetivos, com

predominio de casos de depresséo e ansiedade (van der Slikke et al., 2020).

Uma série de estudos observacionais destacam também que individuos
sobreviventes a sepse apresentam um maior risco do desenvolvimento e progressao
de DCVs, que pode persistir elevado até 5 anos apés a alta hospitalar (Jafarzadeh et
al., 2016). Nesse sentido, a sepse é considerada um fator de risco, de médio e longo
prazo, para as DCVs. De acordo com um estudo publicado por Kosyakovsky et al.
(2021), a sepse apresenta magnitudes de risco relativo comparaveis aos de fatores
de risco de DCVs ja bem estabelecidos, tais como dislipidemia, hipertensao e diabetes
mellitus (Kosyakovsky et al., 2021). Entre as complica¢cdes cardiovasculares mais
comuns que acometem individuos sobreviventes a sepse estdo: infarto agudo do
miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular encefalico isquémico

e hemorragico, arritmia ventricular e morte cardiaca subita (Ou et al., 2016).

Apesar do conhecimento da associacdo entre sobreviventes a sepse e a
ocorréncia de DCVs, os mecanismos fisiopatolégicos que medeiam essa associagao
ainda n&o estdo esclarecidos. Alguns estudos propdem que alteragdes induzidas
durante a sepse, envolvendo a resposta imunologica, metabolismo, fungao endotelial
e coagulagao, poderiam acelerar o desenvolvimento de doengas cronicas, como as
DCVs (Angriman et al., 2022; Kosyakovsky et al., 2021). No entanto, o progndstico
dos individuos sobreviventes a sepse, incluindo o desenvolvimento de doencas
crénicas, nao s6 depende dos efeitos provenientes da sepse, como também das
caracteristicas individuais prévias a sepse, tais como o status de saude (apresentar
ou nao alguma doenga aguda ou crénica) e os fatores de risco para infec¢des (idade,
sexo, raga, fatores genéticos, procedimento cirurgico e hospitalizagdo) (Figura 2)
(Shankar-Hari & Rubenfeld, 2016). Diante disso, a existéncia de doencas de base,

principalmente aquelas com grande prevaléncia na populacdo mundial, como a
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obesidade, pode ser crucial para definir o progndstico e a magnitude do risco do
desenvolvimento de DCVs dos individuos sobreviventes a sepse (Mankowski et al.,
2019).

Existéncia de
doencas agudas

oni Efeitos
ofieronieas Mortalidade residuais da
aguda sepse
L SOBREVIVENTES
STATUS OV | z
TRAJETORIA | —>  SEPSE | — A
PRE-SEPSE _ : SEPSE

Fatores de risco
para infecgoes

Figura 2: Resumo ilustrativo da interagdo complexa existente entre os varios fatores que
influenciam o prognédstico, a longo prazo, dos sobreviventes a sepse. A sepse ocorre em
individuos que apresentam variagdes no status de saude pré-sepse (saudaveis ou com comorbidades).
Logo, a interagdo complexa entre o status de saude ou trajetdria pré-sepse e as alteragbes
fisiopatolégicas que ocorrem durante a sepse influenciam no status de saude dos sobreviventes a

sepse. Elaborada pela autora com base no esquema de Shankar-Hari & Rubenfeld (2016).

2.3. Obesidade e suas consequéncias metabdlicas e cardiovasculares

A obesidade é uma doenga complexa, cuja prevaléncia mundial tem aumento
consideravelmente nos ultimos 50 anos, de modo que, atualmente, mais de um terco
da populagcdo do mundo apresenta sobrepeso ou obesidade (Chooi et al., 2019; X. Lin
& Li, 2021). De acordo com estimativas da OMS, em 2016, 1,9 bilhdes de adultos
apresentavam sobrepeso no mundo, dos quais 650 milhdées eram considerados
obesos (World Health Organization - WHO, 2016). No Brasil, os numeros também sao
alarmantes, sendo que os dados mais recentes revelam que a prevaléncia da
obesidade aumentou 72% na populagao brasileira entre 2006 e 2019, atingindo cerca
de 22,4% de todos os brasileiros na atualidade (Estivaleti et al., 2022; VIGITEL

BRAZIL, 2022). Logo, a obesidade alcangou propor¢des epidémicas em todo o
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mundo, sendo denominada pela OMS como globesidade (em inglés, globesity)
(Dumith et al., 2022).

A OMS define o sobrepeso e a obesidade como um anormal ou excessivo
acumulo de gordura que apresenta risco a saude (World Health Organization - WHO,
2016). Apesar dessa definicdo relativamente simples, a obesidade € uma doenga
multifatorial, que resulta de um balango enérgico positivo, ou seja, quando a
quantidade de calorias consumidas excede a quantidade de calorias gastas. O
excesso de energia resulta no acumulo de gordura nos dep0ositos de tecidos adiposos,
que se expandem em tamanho, e, consequentemente, causam ganho de peso
corporal (Chooi et al., 2019). Existem dois principais depdsitos de tecido adiposo no
corpo, que sao o tecido adiposo visceral e tecido adiposo subcutaneo (Ouchi et al.,
2011). Em alguns individuos obesos, o acumulo de gordura ocorre,
predominantemente, nos tecidos adiposos viscerais intra-abdominais, o que é
denominado de obesidade visceral (Cisse et al., 2021; Tchernof & Després, 2013). O
excesso de adiposidade visceral - desencadeada sobretudo pela combinacdo do
consumo de alimentos com alta densidade cal6rica e um estilo de vida sendentario —
€ associado a uma gama de alteragbes metabdlicas, dentre as quais destacam-se:
disglicemia (um termo amplo usado para se referir instabilidade dos niveis séricos de
glicose), resisténcia a insulina e dislipidemia (que €& caracterizada pela
hipertrigliceridemia associada a niveis aumentados de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e niveis reduzidos de lipoproteina de alta densidade (HDL)) (Chait &
den Hartigh, 2020; Cisse et al., 2021).

Além de ser um fator de risco para desordens metabdlicas, a obesidade é
considerada um fator de risco independente para o desenvolvimento de DCVs,
incluindo hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, doenga arterial coronariana,
aterosclerose, infarto do miocardio, fibrilacdo atrial, arritmias ventriculares e morte
subita cardiaca (Koliaki et al., 2019; Powell-Wiley et al., 2021). De acordo com um
estudo de carga global de doenga (em inglés, The Global Burden of Disease), as DCVs
sao a principal causa de morte em individuos obesos, sendo que, em 2015, 4 milhdes
de pessoas obesas morreram e dois tercos dessas mortes foram atribuidas as DCVs
(Powell-Wiley et al., 2021; Global Burden of Disease - GBD 2017).
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Embora ja seja bem descrito a existéncia da associagéo entre obesidade e a
ocorréncia de DCVs, os mecanismos moleculares que medeiam a progresséo e o
desenvolvimento de DCVs em individuos obesos ainda ndao estdo completamente
esclarecidos (Carbone et al., 2018; Lavie et al., 2009; Ortega et al., 2016). De modo
geral, as evidéncias demonstram que a obesidade predispde a ocorréncia de DCVs
atuando direta ou indiretamente. Os efeitos diretos sdo mediados pelas adaptagdes
compensatoérias estruturais e funcionais induzidas pela obesidade no sistema
cardiovascular, devido ao aumento dos tecidos adiposos e, consequentemente, a
necessidade de um maior suprimento sanguineo para esses tecidos; e, além disso,
pelo papel das adipocinas na inflamacéo e no controle do tonus vascular, criando um
estado pré-inflamatério e pro-tromboético, bem como causando dano endotelial e
hipertrofia vascular. Os efeitos indiretos, por sua vez, sdo mediados por fatores de
risco associados a sindrome metabdlica considerados intermediarios entre a
obesidade e a ocorréncia de DCVs, que sao a resisténcia a insulina, intolerancia a

glicose, dislipidemia e adiposidade visceral, (Koliaki et al., 2019; Mathew et al., 2008).

2.4. Obesidade e sepse: O que sabe dessa associagao?

A alta prevaléncia mundial da obesidade e a sua associagdo com
desenvolvimento de desordens metabdlicas, cardiovasculares e, até mesmo,
infecciosas (incluindo infecgdes nosocomiais, respiratérias, gastrointestinais,
urogenitais e de pele) tem aumentado consideravelmente o numero de individuos
obesos que sao admitidos nas UTls, onde a sepse € considerada a principal causa de
morte (Falagas & Kompoti, 2006; Louie et al., 2011; Sawadogo et al., 2022). Logo, a
coexisténcia da obesidade e da sepse tem se tornado cada dia mais frequente na
pratica clinica (Kolyva et al., 2014). De acordo com um estudo publicado por Pepper
et al. (2016), 25% dos adultos admitidos nas UTls dos Estados Unidos (EUA)
apresentavam sobrepeso ou obesidade, sendo a sepse a causa mais comuns dessas

admissdes (Pepper et al., 2016).

No entanto, os efeitos potenciais da obesidade no progndstico da sepse sao
ainda controversos, uma vez que varios estudos observacionais indicam que a
obesidade teria efeitos benéficos a morbimortalidade a sepse, um fenébmeno que é
denominado paradoxo da obesidade (Danninger et al., 2022; S. Liet al., 2019; Prescott
etal., 2014; Thavamani et al., 2021) . O estudo publicado por Fleischmann et al. (1999)

foi o primeiro a descrever o paradoxo da obesidade, em que observaram que
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pacientes obesos submetidos a hemodialise apresentavam reduzida morbidade e
mortalidade quando comparados a pacientes magros (Fleischmann et al., 1999).
Desde a sua primeira descricdo, uma série de novas evidéncias suportando a
existéncia do paradoxo vém sendo publicadas, as quais relacionam os efeitos
benéficos da obesidade em diversas outras comorbidades, incluindo insuficiéncia
cardiaca congestiva, sindrome coronariana aguda, doenga pulmonar obstrutiva

cronica e tromboembolia (Jagan et al., 2020; Schmidt & Salahudeen, 2007).

Em relagcdo a sepse, os estudos que fazem uma abordagem a longo prazo,
demonstram que os efeitos benéficos da obesidade sobre a mortalidade a sepse
poderiam persistir de 30 dias até um ano apds a alta hospitalar (S. Li et al., 2019;
Prescott et al., 2014). No entanto, é valido mencionar que a maioria desses estudos
observacionais que ressaltam o papel do paradoxo da obesidade no progndstico da
sepse apresentam muitas limitagdes metodologicas, uma vez que sado estudos
retrospectivos que se baseiam em informacdes provenientes de banco de dados, que,
normalmente, apresentam vieses. Além disso, os resultados obtidos com modelos
animais nao corroboram os resultados dos estudos observacionais, uma vez que, de
modo geral, demonstram que a obesidade apresenta efeitos deletérios na
morbimortalidade a sepse (Frydrych et al., 2019; Kaplan et al., 2016; Petroni et al.,
2022; X. Wang et al., 2016). Desse modo, a realizagdo de maiores investigagdes se
faz necessaria com intuito de desvendar os efeitos potenciais da obesidade no
progndstico da sepse, bem como os mecanismos moleculares que poderiam mediar
a existéncia de um possivel paradoxo da obesidade, o que também ainda esta

esclarecido na literatura.

Diante disso, sabendo que a sepse envolve alteragdes cardiacas e
hemodindmicas; que pacientes que sobrevivem a sepse apresentam maiores riscos
de mortalidade e de desenvolvimento de DCVs; e que a obesidade, que esta
associada a complicagbes metabdlicas e cardiovasculares, pode influenciar no
progndstico destes pacientes, a hipotese deste trabalho é que a obesidade induzida
por dieta de cafeteria causa prejuizo nas respostas cardiovasculares de camundongos
sobreviventes a sepse e que esse prejuizo causaria efeitos deletérios frente a um novo

quadro infeccioso.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar as respostas cardiovasculares de camundongos obesos alimentados com
dieta CAF que sobreviveram a sepse polimicrobiana experimental.

3.2. Objetivos especificos

i) Desenvolver um modelo experimental unico a partir de dois modelos experimentais

ja bem estabelecidos: 0 modelo de obesidade induzida por dieta CAF e o modelo de

ligadura e perfuragao do ceco para indugéo da sepse;

i) Caracterizar o modelo experimental desenvolvido com base nos parametros

associados a obesidade e a sepse;

Uma vez que o modelo foi desenvolvido e caracterizado, buscamos, em camundongos

obesos alimentados com dieta de cafeteria e sobreviventes a sepse,

iii) Avaliar as respostas cardiacas, em relacdo as caracteristicas estruturais e

funcionais;
iv) Avaliar as respostas de contrag&o e relaxamento vasculares;
v) Investigar os mecanismos que medeiam as respostas vasculares;

vi) Verificar se as alteragdes cardiovasculares seriam protetoras ou ndo a

morbimortalidade diante de um segundo desafio infeccioso.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Para a realizagdo deste estudo, foram utilizados camundongos machos da
linhagem BALB/cAnNCrl com 8 semanas de idade, provenientes do Biotério Central
da UFMG. Os animais foram acondicionados em ambiente com temperatura (25 +
4°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) controladas, apresentando livre
acesso a alimento e agua. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sob o protocolo de nimero
383/2016.

4.2. Delineamento experimental

Os protocolos experimentais foram divididos em 5 etapas principais, que estao
representadas no fluxograma da figura 3 e serao descritas nos topicos a seguir. De
modo geral, na primeira etapa, foi realizado o desenvolvimento do modelo animal, por
meio da inducdo da obesidade e da sepse experimental. Na segunda etapa foi
realizada a caracterizacdo do modelo animal desenvolvido, tanto em termos de
parametros relacionados a obesidade, quanto de parametros relacionados a sepse.
Na terceira etapa foi realizada a avaliagao das respostas cardiacas. Ja, na quarta
etapa, foi realizada a avaliagdo das respostas vasculares e investigagdo dos
mecanismos moleculares que poderiam desencadea-las. E, por fim, na quinta etapa,
foi realizado o segundo desafio infeccioso e verificagdo da morbimortalidade dos

animais durante 7 dias apds a infeccao.
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Figura 3: Fluxograma representativo do delineamento das etapas de realizagdao dos protocolos

experimentais. A partir do objetivo geral representado em cinza, os protocolos experimentais foram

divididos em 5 etapas principais, sendo cada uma delas representada por uma cor especifica (12 etapa:

laranja; 22 etapa: azul; 32 etapa: verde; 42 etapa: ouro; e, 52 etapa: lavanda). As setas indicam em que
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momento cada uma das etapas foi realizada e os tragos indicam quais protocolos foram realizados. Ja
os questionamentos indicam problemas que foram surgindo ao longo do desenvolvimento do presente
estudo e que nortearam a realizagdo de alguns protocolos experimentais. Além disso, a avaliagédo
prévia a sepse de parametros relacionados a obesidade nao foi considerada uma etapa adicional, mas
uma sub-divisdo da etapa de caracterizagdo do modelo experimental. Sendo assim, ela esta indicada
em vermelho dentro da etapa de caracterizagdo do modelo experimental, que esta representada pela

cor azul.

4.3. Desenvolvimento do modelo experimental (12 ETAPA)
4.3.1. Indugao da obesidade

Para o desenvolvimento do modelo experimental, os animais foram,
inicialmente, divididos em 2 grupos: grupo controle e grupo CAF. Os animais do grupo
controle foram alimentados, por 29 dias, com racdo padréao para roedores de
laboratorio (Nuvilab CR-1, Nuvital, Colombo/PR) e tiveram livre acesso a agua. Ja os
animais do grupo CAF foram alimentados, também por 29 dias, com dieta
hipercaldrica do tipo “cafeteria”. A dieta de cafeteria € composta por pellets salgados
e doces. Os pellets salgados sdo compostos por 25% batata frita tipo chips
industrializada, 25% amendoim torrado e moido, 30% manteiga sem sal e 20% racéo
padrao para roedores. Os pellets doces sdo compostos por 25% leite condensado,
25% biscoito wafer de sabor chocolate, 30% amendoim e 20% rag¢ao padréao para
roedores. Além disso, os animais do grupo CAF tiveram livre acesso a agua contendo
agucar refinado (105 mg/mL), em quantidade similar a encontrada nos refrigerantes
(Marina Chaves de Oliveira et al., 2017). A Tabela 1 apresenta as composi¢des
nutricionais da dieta controle e de cafeteria, que foram calculadas de acordo com as

informacdes fornecidas pelos fabricantes dos produtos.

Tabela 1. Composi¢cédo Nutricional das dietas Controle e Cafeteria

Composicgiao Dieta Controle Dieta de Cafeteria
Proteinas (kcal%) 31,1 11
Carboidratos (kcal%) 65,8 31
Lipidios (kcal%) 3,1 58
kcal/g de dieta 4.0 5,8

4.3.2. Indugao da sepse experimental
Para a inducédo da sepse experimental, foi utilizado o modelo de ligadura e

perfuragdo cecal (CLP, do inglés cecal ligation and puncture), o qual foi descrito,
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primeiramente, em 1980 e é considerado modelo padrdo entre os modelos
experimentais de sepse polimicrobiana, uma vez que é capaz de mimetizar a natureza
e evolugao da sepse em humanos (Ruiz et al., 2016; Wichterman et al., 1980). Sendo
assim, os animais, apos 14 dias sendo alimentados com dieta padrao ou de cafeteria,
foram redivididos em 4 grupos experimentais: Controle: alimentado com dieta controle
e nao submetido a indugao da sepse; CLP: alimentado com dieta controle e submetido
a inducdo da sepse; CAF: alimentado com dieta de cafeteria e ndo submetido a
inducéo da sepse; CAF-CLP: alimentado com dieta de cafeteria e submetido a inducao

da sepse.

O modelo CLP pode ser adaptado para induzir a sepse com diferentes
gravidades (Rittirsch et al., 2009). A posi¢ao da perfuragéo, o didmetro da agulha e o
numero de perfuragdes sao fatores que influenciam na gravidade da sepse. Portanto,
a escolha desses fatores no presente estudo foi feita com intuito de que o modelo de
sepse com gravidade intermediaria fosse induzido (Leendertse et al., 2009). Sendo
assim, no 14° dia de dieta, os animais dos grupos CLP e CAF-CLP foram anestesiados
com uma injegao intraperitoneal de 80 pL de uma solugdo quetamina e xilazina diluida
em salina 0,9% (1,2 yL/g de quetamina 10% e 0,4 uL/g de xilazina 2%). Em seguida,
foi realizada uma laparotomia mediana ventral e o ceco foi exposto e ligado
distalmente a valvula ileocecal, evitando a obstrucdo total do intestino. O ceco foi,
entdo, perfurado uma unica vez transversalmente com a agulha 26G, em uma regiao
intermediaria entre a ligadura e a ponta do ceco. Uma vez que a perfuragédo foi
realizada, o ceco foi pressionado suavemente, a fim de permitir o extravasamento
coldnico pelas perfuragdes e, a seguir, foi reintroduzido na cavidade abdominal, sendo
realizada a laparorrafia. Os animais dos grupos controle e CAF foram anestesiados e
submetidos a laparatomia e exposi¢do do ceco, ndo sendo realizados a ligadura e
perfuragdo cecal. Ao final da cirurgia, uma inje¢cdo subcutanea de 1mL de solugéo
salina foi administrada nos animais de todos os grupos experimentais para manté-los

hidratados até o despertar da anestesia.
4.4. Caracterizagao do modelo experimental (22 ETAPA)
4.4.1. Parametros relacionados a obesidade

4.41.1. Avaliagao do peso corporal e do consumo alimentar
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Para analisar as alteragcbes do peso corporal, os animais foram pesados
durante 28 dias, compreendendo as seguintes fases: inicio do periodo experimental
(dia 0), fase pré-sepse (dias 4, 7, 11 e 14), fase aguda da sepse (dias 15,16 e 17) e
fase crbnica da sepse (dias 19, 22 e 28). Sendo assim, para o calculo do delta de
ganho de peso corporal, foi considerado a diferenga entre o peso corporal obtido no
dia “X” e o peso corporal obtido no dia 0. Para analise da ingestdo alimentar, o
consumo de dieta foi medido 2 vezes por semana ao longo do periodo de 28 dias e 0
consumo médio diario calculado a partir da quantidade de dieta ingerida dividida pelo
numero de dias em que essa ingestdo ocorreu. Os resultados obtidos para a ingestéo

alimentar foram expressos tanto em gramas, como em kcal (ingestao calorica).

O peso corporal e o consumo alimentar também foram avaliados em animais
gue nao passaram pelo procedimento cirdrgico, ou seja, animais pré-sepse, 0s quais
foram utilizados somente com intuito de avaliar o desenvolvimento da obesidade antes
da indugao da sepse. Esses animais foram pesados num intervalo de 2-3 dias durante
um periodo total de 14 dias, compreendendo o inicio do periodo experimental,
representado pelo dia 0, e a fase pré-sepse, representada pelos dias 3, 6, 9, 12 e 14.
Para a avaliagédo da ingestao alimentar, o consumo de dieta foi também medido a cada

2-3 dias durante o periodo de 14 dias.

4.41.2. Determinagao do indice de adiposidade

Para o calculo do indice de adiposidade, os camundongos foram eutanasiados,
no 14° dia (animais pré-sepse) ou 29° dia (animais sobreviventes a sepse) apos o
inicio da dieta, e os tecidos adiposos epididimal (TAE), mesentérico (TAM) e
retroperitoneal (TAR) foram coletados e pesados. O indice de adiposidade, expresso
em porcentagem, foi, entdo, calculado a partir da seguinte formula (Matias et al.,
2018):

. o Y. Peso dos tecidos adiposos
Indice de adiposidade (%) = - %X 100
Peso do animal

4.4.1.3. Andlise morfométrica dos adipocitos epididimais

Para a analise quantitativa da area dos adipocitos, amostras de tecido adiposo
epididimal foram coletadas e imersas em solugao de paraformaldeido 4% e tampao
fosfato 0,1M (pH 7,2), por um periodo de 7 dias. A seguir, procedeu-se a etapa de

desidratacdo com alcool etilico, diafanizacdo com xilol e a inclusdo em parafina. Os
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tecidos foram, entdo, cortados por microtomia em secg¢des histologicas de 5 ym de
espessura. As laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (H&E) e, em seguida,
fotografadas em microscopio 6ptico acoplado a uma camera digital. Foram capturadas
cerca de 6 imagens de diferentes regides de cada tecido, com intuito de visualizagao
de toda a area tecidual. As analises quantitativas foram realizadas com auxilio do
software ImagedJ, sendo o perimetro e a area seccional dos adipécitos obtidos pela

meédia aritmética das medidas aleatdrias de 50 adipdcitos de cada animal.

4.4.1.4. Avaliagao do perfil glicémico

Para investigar possiveis alteragdes no metabolismo da glicose, foi realizado o
teste de tolerancia oral a glicose (TTOG). Sendo assim, no 14° dia (animais pré-sepse)
ou 29° dia (animais sobreviventes a sepse) apos o inicio da dieta, os animais foram
deixados em jejum por 6 horas e apos esse periodo foi administrada via oral, por
gavagem, uma solucao de glicose 30% em volume determinado de acordo com o peso
do animal (2 mg de glicose/g de peso corporal). Os niveis glicémicos foram medidos
antes da administracdo da glicose (tempo 0) e 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apéds a
administracdo da glicose. Essas medidas foram realizadas a partir de amostras de
sangue coletados da cauda dos animais utilizando, para isso, um glicosimetro Accu-
Chek® Active (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Os resultados obtidos foram

expressos em mg de glicose por decilitro de sangue (mg/dL).

4.4.1.5. Determinacgao dos parametros bioquimicos

Na eutanasia realizada no 29° dia apds o inicio da dieta (animais sobreviventes
a sepse), o sangue dos animais, em jejum, foi coletado e centrifugado a 3000 rpm a
4°C por 10 minutos, para a obtengdo do soro. Os niveis séricos de glicose, colesterol
total e triglicerideos foram determinados por meio de ensaios enzimaticos

colorimétricos (KATAL, Minas Gerais, Brasil) e expressos em mg/dL.

Ja os niveis séricos das adipocinas (leptina, adiponectina, resistina e
quemerina), foram determinados por meio do ensaio de ELISA (R&D Systems Europe
Ltd., Abington, Reino Unido), conforme as instru¢cées fornecidas pelo fabricante.
Inicialmente, foram adicionados as placas de 96 pocos 100 uL/poco de solugao do
anticorpo de captura especifico para cada citocina. As placas permaneceram
incubando com o anticorpo de captura a temperatura de 4°C overnight em local umido

e protegido da luz. Apés esse periodo, cada pogo foi lavado 3 vezes com solugao PBS
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(Phosphate Buffered Saline)/Tween 0,1% e, a seguir, foram adicionados 200 yL da
solugcédo de bloqueio (BSA (Bovine Serum Albumine)1%). As placas foram, entéo,
colocadas em agitador horizontal e permaneceram incubando com a solugdo de
bloqueio durante 1 hora. Decorrido esse tempo e apds nova lavagem, o controle
negativo (o branco, que € BSA 1%), as amostras de soro diluidas e os padrdes das
adipocinas (curva padrao) foram adicionados aos pogos previamente determinados.
As placas foram incubadas overnight em condicbes similares as descritas
anteriormente. As aliquotas de soro adicionadas foram diluidas (em PBS contendo
BSA 0,1%) nas seguintes proporgdes: 1:2 para leptina, 1:12000 para adiponectina,
1:500 para quemerina e 1:100 para resistina. Transcorrido o tempo necessario, as
placas foram lavadas e, a seguir, foram adicionados 100 uL/pogo da solugao contendo
o anticorpo de detecgao, permanecendo incubando por 2 horas. Apds nova lavagem,
as placas foram incubadas com a solugdo de estreptavidina conjugada com a
peroxidase por 30 minutos. Finalizado esse tempo, as placas foram novamente
lavadas e foi adicionado o tampao substrato contendo o-fenilenodiamina (OPD) e
peréxido de hidrogénio 30% (H202) para que a reagao pudesse ocorrer. A reacao foi
interrompida por meio da solugao stop contendo acido sulfurico (H2SO4) 1 mol/L. O
produto da oxidagcdo de ODP foi, entdo, detectado por colorimetria em um leitor de
placas de ELISA no comprimento de onda de 490 nm, sendo os resultados expressos

em picogramas de proteina por mL de sangue.
4.4.2. Parametros relacionados a sepse

4.4.2.1. Avaliagao da morbimortalidade

Para a avaliacao da sobrevida, os animais foram observados, a cada 12 horas,
durante um periodo de 15 dias apds a realizagao do procedimento cirurgico para a
inducdo ou ndo da sepse. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem
(%) de sobrevivéncia.

Ja para a avaliagéo da progressao e severidade da sepse, foi realizado o escore
clinico, baseado no escore murino de sepse (em inglés, Murine Sepsis Score (MSS))
descrito e validado por Shrum et al. (2014) e que consiste essencialmente em
caracteristicas observacionais (Shrum et al., 2014). Sendo assim, nos dias 0 (antes
dacirurgia), 1, 2, 3 e 15 (apds a cirurgia), os camundongos, dentro de suas respectivas

gaiolas, foram avaliados por dois observadores distintos, aos quais n&o foi informado
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a que grupo experimental os animais pertenciam (ou seja, a observacgéo foi realizada
as cegas). A avaliagéo, conforme demonstrado na tabela 2, consistiu na classificagao
em niveis de gravidade (0 - menor gravidade a 4 - maior gravidade) das seguintes
variaveis: aparéncia; nivel de consciéncia; atividade; resposta ao estimulo; olhos; e
qualidade e frequéncia respiratéria. Ao final da avaliacdo, em cada dia considerado,
os valores de classificagdo (0 a 4) admitidos para cada uma das variaveis foram
somados e, posteriormente, foi realizada uma média aritmética das somas totais das
avaliagdes dos observadores. O valor médio obtido para cada animal corresponde ao
escore clinico. Além da analise do escore clinico geral, foi realizada também uma
analise dos escores obtidos para cada variavel individualmente, com intuito de avaliar
quais das variaveis observadas estaria impactando mais na progressao e severidade

da sepse.

Tabela 2. Escore murino de sepse utilizado para avaliar a progresséao e severidade

da doencga no modelo experimental desenvolvido (Adaptada de Shrum et al. (2014))

VARIAVEL 0 1 2 3 4
Auséncia de Piloerecao em Piloerecao na Piloerecao Piloerecao
piloeregao algumas parte ~ maior parte do pode ou ndo pode ou ndo
APARENCIA do corpo dorso estar presente.  estar presente.
Aparenta estar Aaparenta
inchado estar magro e
fraco
Ativo Ativo, mas Visivelmente Atividade estda  Atividade esta
evita ficar de lento, porém € prejudicada. bastante
NiVEL pé ainda capaz de So se prejudicada.
DE se movimentar movimenta Nao se
CONSCIENCIA quando movimenta
provocado quando
provocado
Realiza Atividade um Atividade e Nenhuma Nenhuma
normalmente pouco suprimida. atividade. atividade.
suas reduzida, mas Estacionario Estacionario Apresentando
atividades ainda se com alguns tremores
ATIVIDADE (comer, beber,  locomove no movimentos
escalar ou fundo da caixa  investigativos
correr)
Responde Nenhuma ou Nenhuma Nenhuma Nenhuma
imediatamente  lenta resposta resposta ao resposta ao resposta ao
ao toque e ao ao estimulo estimulo estimulo estimulo
estimulo auditivo. auditivo. auditivo. auditivo.
RESPOSTA AO auditivo Répida Moderada Nenhuma ou Nenhuma ou
ESTIMULO resposta ao resposta ao lenta resposta  lenta resposta

toque (move-
se bastante
para escapar)

toque (move-se
pouco)

ao toque

ao toque. Nao
altera sua
posicao
quando tocado
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Abertos Nao Parcialmente Majoritariame  Fechados ou
completament fechados, nte ou purulentos
OLHOS e abertos, possivelmente completament
possivelmente abertos e fechados,
com secregdes possivelmente
com secregoes
Normal Ligeiramente  Moderadamente = Severamente  Extremamente
reduzida, reduzida, porém reduzida e reduzida
FREQUENCIARE porém ainda ainda emuma  passivel deser (> 1s entre os
SPIRATORIA nao taxa superior a quantificada ciclos
quantificavel  taxa passivel de visualmente respiratorios)
visualmente ser quantificada (0,5 segundos
visualmente entre os ciclos
respiratorios)
Normal Periodos Dificuldade Dificuldade Respiragao
QUALIDADE breves de respiratoria. respiratéria ofegante
RESPIRATORIA esforco Auséncia de com periodos
respiratdrio respiracao ofegantes
ofegante. intermitentes

4.4.2.2. Avaliagao da presencga de leucécitos na circulagao periférica

Para avaliar a presenca de leucdcitos na circulagao periférica, foi realizada a

contagem total e diferencial dos leucocitos no 15° dia apds a indugéo ou ndo da sepse.
Para a contagem do numero total de leucdcitos, foi realizada a coleta de sangue (5uL)
da cauda do animal, que foi adicionado e homogeneizado ao liquido de Turk
(concentragao final de 5%), que é capaz de provocar hemdlise. A seguir, as células
foram quantificadas na camara de Neubauer com auxilio do microscopio 6tico no
aumento de 40x. Os valores obtidos foram corrigidos por 10*, que corresponde ao
fator de correcédo da camara e pelo fator de diluicdo do sangue (20x), sendo os

resultados expressos como numero de células/mL de sangue.

A contagem diferencial de leucécitos, por sua vez, foi realizada por meio de
esfregacos sanguineos obtidos também a partir do sangue coletado da cauda do
animal. As laminas foram coradas pelo método rapido de Pandtico e as células foram
examinadas em microscopio Optico através da objetiva de imers&o (aumento de 100x),
sendo contadas 100 células por lamina, diferenciadas nos seguintes tipos celulares:
segmentado, linfécito, mondcito, bastonete e baséfilo. A quantificagdo de cada tipo
celular foi calculada a partir da porcentagem dessas células contadas e da quantidade
de células obtidas na contagem total, sendo os resultados expressos como numero
de células/mL.

Uma vez que o modelo experimental utilizado foi caracterizado e que o objetivo

do presente estudo é investigar as alteragbes cardiovasculares de camundongos
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obesos e sobreviventes a sepse, todos protocolos experimentais, descritos a seguir,
foram realizados considerando o periodo experimental de 15 dias apdés o
procedimento cirurgico para indugado ou ndo da sepse, que também corresponde a 29

dias apds o inicio da dieta (Figura 4).

Caracterizacdo animais sobreviventes @ sepse - Pardmetros relacionados a obesidade e sepse (22 ETAPA);
Avaliacdo das respostas herr a (PAS) (32 ETAPA)
Caracterizaciio animaispré-sepse- | Eutanasia
Pardmetros relacionados a obesidade (22 ETAPA) Pré-sepse
| | | | | |
___________ I l — | \
. | [ q2 | 32 42 semana
| Dbia0 1 semana 22semana f 2 semana : 52 semana
(7 dias) (14 dias) | | (21dias) (23 die)
Irdeigao da Inducdo da
oi}es\(iade : sepse sub-letal |
| (1ZETAPA) | (agulha 266)
| (12 ETAPA)
P ———— : R T e
<1, Eomtrals | . Controle |
DIETA PADRAO EEECEEETE DIETA PADRAD
-------------- | CLP |
N — : ~ pee| CAF |
] | | (R SEEE 1
"""" ‘L__c_!_r__} : e J» DIETA DE CAFETERIA (CAF)
1 | = |
DIETADECAFETERIA(CAF) ‘77~ L__C_A_E__C_L_P__J

Figura 4: Resumo esquematico da realizagdo cronolégica das etapas experimentais. Elaborado

pela autora.

4.5. Avaliagao das respostas hemodinamicas e cardiacas (32 ETAPA)
4.5.1. Avaliagao do peso cardiaco

Para a analise do peso, os coracdes foram cuidadosamente coletados e
pesados em balanca analitica. A tibia direita também foi dissecada e mantida na estufa
a 37°C por 24 horas para a secagem. Passado esse periodo de tempo, o comprimento
da tibia foi medido com auxilio de um paquimetro e utilizado na corre¢do do peso do
coragao. Os resultados obtidos foram expressos em miligramas de peso do coragao

por milimetros de comprimento da tibia.

4.5.2. Anadlise semi-quantitativa da deposi¢ao de colageno

Para avaliar a deposigao de colageno no coragao, foi realizada a marcagao com
PicrosiriusRed, que é um corante histolégico que marca o colageno total presente no
tecido em vermelho. Para isso, os coracdes foram coletados, embebidos em Tissue-
Tek Optimum Cutting Temperature (Tissue-Tek® O.C.T., Qaigen, Hilden, Alemanha),

e armazenados a temperatura de -20°C. Os coragdes congelados foram seccionados
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em cortes com 10 um de espessura e aderidos em laminas previamente lavadas em
agua corrente e gelatinizadas. A seguir, foi realizado um protocolo de hidratagéo e
desidratacdo do tecido, com intuito de minimizar o background de marcagido do
corante no intersticio cardiaco, otimizando a qualidade das imagens e das analises.
Apés a etapa de hidratagdo, os cortes foram incubados com a solugdo de
PicrosiriusRed por 45 minutos. Passado este tempo, os cortes passaram por mais
uma etapa de desidratacdo e, por fim, foram incubados com solucdo de acido
cloridrico a 0,01 mol/L por 90 minutos. As laminas foram, entdo, seladas com
Entellan™ (Merck) e as imagens foram capturadas em microscépio de campo claro,
em aumento de 40x, e analisadas utilizando o software Image ProPlus (verséo
4.5.0.29). Toda a marcagao vermelha presente no tecido foi considerada deposi¢ao
de colageno total e o valor foi normalizado pela respectiva area selecionada para

analise.

4.5.3. Medida da pressao arterial sistolica

Para analise da presséao arterial sistdlica (PAS), as medidas foram realizadas,
uma vez por semana durante todo o periodo experimental, ou seja, 4 semanas
consecutivas (29 dias), utilizando o método n&o invasivo de pletismografia de cauda
(Pletismégrafo LES5002; Panlab®, Barcelona, Espanha). Para isso, os camundongos
foram colocados em um contensor, ao qual ja estavam ambientados, e tiveram a
cauda aquecida para a dilatacdo da artéria caudal. Apds o aquecimento, a cauda foi
encaixada em um cuff de insuflagdo acoplado a um sensor de pulso para a captacao
do pulso arterial. O valor médio da PAS, expresso em mmHg, foi calculado a partir da
meédia aritmética de 10 afericdes consecutivas obtidas para cada animal.

4.5.4. Avaliagao da atividade elétrica do coragao

Para verificar a atividade elétrica do coragdo dos camundongos, foi realizado o
eletrocardiograma (ECG), utilizando um eletrocardiégrafo veterinario nao invasivo com
a aquisicdo de 12 canais simultdneos (ECG-PC versao 2.07, Tecnologia Eletrénica
Brasileira - TEB, Belo Horizonte-MG, Brasil). Para isso, os camundongos foram
inicialmente anestesiados com isoflurano (1-2%), usando um inalador anestésico
veterinario (Brasmed, Sdo Paulo, Brasil). Uma vez anestesiados, os camundongos
foram colocados em posicao supina e os eletrodos posicionados nos membros

anteriores e posteriores. Os tracados de ECG foram registrados, durante cerca de 10
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minutos/animal, na velocidade de 50 mm/s e sensibilidade de 2N. Os parametros
foram analisados em intervalos de 5 minutos do tempo total de registro,
compreendendo 3 momentos (TO, TS e T10), e a derivagao |l foi considerada para
essa analise. Entre os parametros avaliados no presente estudo estido: frequéncia
cardiaca (FC), intervalo PR (PRi), duragdo do complexo QRS e intervalo QT corrigido
(QTc).

4.5.5. Avaliagao da fungao cardiaca ex vivo

Para avaliar a fungéo cardiaca ex vivo, foi utilizada a técnica de Langendorff
com pressdo constante (Bell et al., 2011). Para isso, os camundongos foram
heparinizados (1000 Ul/kg; i.p.) e, ap6s 10 minutos, eutanasiados por decapitagdo. A
cavidade toracica foi exposta e os coracdes retirados e colocados em uma placa de
Petri contendo solugao nutridora de Krebs-Henseileit (composicao em mmol/L: NaCl
113,00; KCI 4,70; KH2PO4 1,10; MgCl2.6H20 1,10; NaHCO3 22,00; CsH1206 11,00;
CaCl2 1,35) mantida a 4°C e pH de 7,4. Os coragdes foram expostos a uma solugao
nutridora fria com intuito de diminuir o metabolismo do miocéardio e o consumo de O2
durante o tempo entre a eutanasia e a canulagdo da aorta. Em seguida, a aorta
ascendente foi seccionada na altura de sua primeira ramificag&o e fixada a uma agulha
de aco inoxidavel conectada ao sistema de perfusdo que leva a solugao nutridora as
artérias coronarianas. Os corag¢des foram perfundidos, de maneira retrograda, com
solugcdo nutridora a um fluxo constante de 3 mL/min, mantida a 37°C e aerada

constantemente com mistura carbogénica (95% O2 e 5% CO2).

Para analisar os pardmetros de contratilidade do ventriculo esquerdo, o atrio
esquerdo foi retirado e um balao de latex, conectado a um transdutor de pressao e um
amplificador (AVS projects, SP, Brasil), foi introduzido até o ventriculo esquerdo.
Depois de introduzido, o baldo foi inflado para ajustar a pressao sistolica do ventriculo
esquerdo em aproximadamente 100 mmHg (Kaakinen et al., 2017). As preparagoes
cardiacas permaneceram 30 minutos estabilizando e, a seguir, os valores basais de
pressédo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) e a dP/dt (raz&o da derivada
da pressédo pela derivada do tempo) maxima e minima foram registrados pelo
transdutor de pressdo. Em seguida, uma curva dose-resposta para isoprenalina nas
concentragdes de 10-'° mol/L a 10-° mol/L foi realizada e os valores registrados. Os
registros foram realizados por meio do software AQCAD 2.2.4 e interpretados atraves
do software ANCAD.
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4.5.6. Medida da contratilidade dos cardiomidcitos ventriculares

A analise da contratilidade celular cardiaca foi feita de acordo com o protocolo
previamente descrito por Scalzo et al. (2022) (Scalzo et al., 2022). Para isso, os
camundongos foram eutanasiados e seus coragdes rapidamente removidos e retro-
perfundidos, via método de Langendorff, com solugdo de Tyrode modificada livre de
calcio (Ca?*). Posteriormente, os coragdes foram perfundidos com solugdo de Tyrode
contendo 50 ymol/L CaClz2 e colagenase (tipo 2 — 1 mg/mL) por um periodo de 15
minutos. Apds essa etapa de digestdo enzimatica, as camaras ventriculares foram
separadas e submetidas a digestdo mecanica, sendo, em seguida, filtradas para
remogdo do tecido que ndo foi digerido. A concentragdo extracelular de Ca?* foi
aumentada apods trés ciclos de centrifugacao e troca de tampao, chegando a 500
pmol/L ao final do processo. Logo apds, as células foram novamente centrifugadas e

mantidas em solugao de Tyrode.

As imagens foram obtidas através de uma camera CMOS digital de alta
velocidade (SILICON VIDEO 642 M, EPIX, Inc. lllinois, EUA) acoplada a um
microscopio de campo claro com incubadora (modelo ChamlidelC-CU: 109, Live Cell
Instrument, Nowan-gu, KOR), utilizada para manter os cardiomiocitos em temperatura
controlada (37°C). Os cardiomiécitos adultos foram estimulados eletricamente por
meio de eletrodos de platina (1Hz, 30V) com pulsos de 5 ms de duragéo. A sequéncia
de imagens foi gravada a 200 fps durante 1 minuto pela cdmera, com resolugédo de
640x200 pixels.

Para a obtengdo dos parametros de contratilidade celular, as imagens foram
processadas e analisadas pelo método de fluxo 6ptico denso por meio do software
CONTRACTIONWAVE (CW) (Scalzo et al., 2021). O CW utiliza os principios do fluxo
Optico, utilizando o algoritmo Gunnar Farneback (Farneback, 2003), para detectar a
velocidade de todos os pixels entre um par de imagens. Sendo assim, a velocidade
de contratilidade foi obtida através do fluxo ético calculado a partir de todos os pontos
(pixels) em cada imagem. Ja a velocidade final foi obtida pela média da magnitude de
movimento do cardiomidcito de cada imagem e plotado em um gréfico de velocidade

por tempo.

4.6. Avaliacao das respostas vasculares (42 ETAPA)

4.6.1. Avaliagao funcional através da reatividade vascular
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Para a realizagao dos experimentos de reatividade vascular, os camundongos
foram eutanasiados por decapitagdo e a porcao toracica da aorta foi cuidadosamente
isolada e transferida para uma placa de Petri, contendo solu¢ao nutriente de Krebs-
Henseileit modificado (composigao em mmol/L: NaCl 135,0; KCI 5,0; KH2PO4 1,17,
CaClz 2,5; MgSO0a4 1,4; NaHCOs 20,0; glicose 11,0), para a remogao do tecido adiposo
perivascular. As aortas foram seccionadas em anéis de 2-3 mm de comprimento e,
apos a seccgao, dois ganchos metalicos foram inseridos paralelamente no lumen dos
anéis vasculares. Em seguida, as preparag¢ées foram montadas em cubas para 6rgao
isolado, sendo banhadas com solucao de Krebs-Henseileit, mantida aquecida a 37°C,
com pH estavel de 7,4 e continuamente aerada com mistura carbogénica (95% Oz e
5% COz2). Para o registro da tensdo isométrica, um dos ganchos foi conectado a uma
haste metalica fixa e o outro a um transdutor de forga isométrica. Dessa forma,
qualquer alteracio no diametro dos vasos pdde ser percebida pelo transdutor de forca
que, entdo, transmitiu o sinal para um sistema de aquisicdo de dados (Powerlab 4/35,
ADInstruments, Australia) que, ao estar acoplado a um computador, possibilitou o

registro dos resultados.

Ap6s a montagem das preparagbes nas cubas para 6rgao isolado, as
preparacdes permaneceram em repouso por 60 minutos para a estabilizacdo da
tensdo basal de 3,9 mN (0,4 gramas). Durante este periodo, a solugdo de Krebs-
Henseileit foi renovada a cada 15 minutos, a fim de evitar o acimulo de metabdlitos e
restaurar os nutrientes requeridos para a manutengcdo do metabolismo vascular.
Passado o periodo de estabilizacdo, os anéis de aortas foram estimulados com cloreto
de potassio (KCI - ECso: 0,09 mol/L) com intuito de determinar a viabilidade tecidual.
A seguir, as aortas foram estimuladas com fenilefrina (PE - ECso: 10" mol/L) e, apos
a obtengao do platd de contragao, a acetilcolina (ACh - ECso: 109 mol/L) foi adicionada
a fim de verificar a integridade endotelial. Para a avaliagdo das respostas vasculares
no presente estudo, foram consideradas preparagées com endotélio integro e que,
para isso, deviam apresentar uma resposta de relaxamento para ACh superior a 80%
no teste da integridade endotelial.

Para a caracterizagcdo das respostas contrateis vasculares, foram realizadas
curvas cumulativas concentragio-resposta para PE (10" mol/L - 10* mol/L). Ja para

a caracterizacao das respostas de relaxamento, as aortas foram pré-contraidas com
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fenilefrina (ECso: 10”’mol/L) e curvas cumulativas concentragdo-resposta para ACh
(107" mol/L - 10* mol/L) foram realizadas.

A partir dos resultados obtidos na caracterizagao, foi realizada a investigagao
dos mecanismos moleculares que poderiam estar mediando as respostas contratéis
observadas nos camundongos obesos alimentados com dieta CAF e sobreviventes a
sepse. Essa investigacao, basicamente, se baseou na avaliacdo de mediadores que
podem contribuir com a hiporresponsividade adrtica, os quais, geralmente, ou
favorecem a vasodilatagdo, ou prejudicam a maquinaria contratil e/ou a produgéo de
vasoconstritores (Duan et al., 2015; Levy et al., 2010). Diante disso, a seguir, serao
descritos, com mais detalhes, os mecanismos moleculares investigados no presente

estudo.
4.6.2. Investigagao dos mecanismos envolvidos nas respostas vasculares

4.6.2.1. Investigacao do envolvimento do endotélio vascular
Objetivo: avaliar se a camada endotelial estaria participando da hiporresponsividade
aortica observada nos camundongos obesos alimentados com dieta CAF e

sobreviventes a sepse.

O endotélio foi removido mecanicamente através do atrito entre as paredes
internas do vaso e um dos ganchos metalicos, ja previamente inserido no limen do
anel aortico. Apds o periodo de estabilizagao, foi realizado o teste de integridade
endotelial, em que a auséncia do endotélio foi considerada para aortas que
apresentaram no maximo 20% de relaxamento para ACh. Uma vez confirmada a
auséncia de endotélio, curvas cumulativas concentragdo-resposta para PE (10°

mol/L - 10 mol/L) foram realizadas.

4.6.2.2. Investigacao do envolvimento da éxido nitrico sintase (NOS)

4.6.2.2.A. Efeito do L-NAME, inibidor nao-seletivo da NOS, do 1400W, inibidor seletivo
da isoforma induzida da NOS (iNOS) e do 7-NlI, inibidor seletivo da isoforma neuronal
da NOS (nNOS), na resposta vascular.

Objetivo: avaliar se enzima NOS e, mais especificamente, as isoformas iINOS e nNOS
estdo envolvidas na hiporresponsividade aortica observada nos camundongos obesos
alimentados com dieta CAF e sobreviventes a sepse.
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Anéis de aortas com endotélio foram incubados com L-NAME (10 mol/L) ou
1400W (10 mol/L) ou 7-NI (10* mol/L) por 30 minutos. Passado o periodo de
incubagdo, curvas cumulativas concentragdo-resposta para PE (107" mol/L - 10%

mol/L) foram realizadas.

4.6.2.2.B. Imunolocalizagao aértica das isoformas endotelial, induzida e neuronal da
NOS

Objetivo: detectar e avaliar a localizagdo subcelular da eNOS, iINOS e nNOS nas
aortas de camundongos obesos alimentados com dieta CAF e sobreviventes a sepse.

A avaliagao da presenca e localizagao subcelular das isoformas da NOS foi
realizada por meio da técnica de imunofluorescéncia. Para isso, as aortas toracicas
foram cuidadosamente isoladas e dissecadas, embebidas em OCT e armazenadas a
temperatura de -20°C. As aortas congeladas foram, entdo, seccionadas em cortes
com 10 ym de espessura e aderidas em laminas previamente lavadas em agua
corrente e gelatinizadas. Uma vez que as laminas estavam preparadas, os cortes
foram fixados com acetona gelada por 5 minutos e, a seguir, lavados, durante 5
minutos, 2 vezes com PBS 1x. Com intuito de impedir as ligagdes inespecificas dos
anticorpos a componentes teciduais, os cortes foram incubados com tampao de
bloqueio (Triton X-100 0,1% + BSA 1% em PBS) por 10 minutos. Decorrido o tempo
necessario para o bloqueio, os cortes foram lavados 1 vez com PBS e incubados com
os anticorpos primarios especificos anti-eNOS (1:200, mouse, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA), anti-iNOS (1:200, mouse, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA) e anti-nNOS (1:200, rabbit, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA), por 90 minutos, protegidos da luz e a
temperatura ambiente. Passado o periodo de incubagado com os anticorpos primarios,
os cortes foram lavados, durante 5 minutos, 2 vezes com PBS 1x, e, posteriormente,
incubados com os anticorpos secundarios conjugados as sondas fluorescentes Alexa
Fluor® 488 ou 647 (1:500, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA) por 60
minutos, protegidos da luz e a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubagéo
com os anticorpos secundarios, os cortes foram lavados, durante 5 minutos, 3 vezes
com PBS 1x. As laminas foram, entdo, montadas com o meio de montagem contendo
DAPI (Fluoromount-G™ Mounting Medium; Invitrogen, Massachusetts USA), que é
uma sonda fluorescente que se liga fortemente ao DNA e, portanto, evidencia os

nucleos das células.
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As imagens foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia (Nikon ECLIPSE
Ti, Nikon Corporation, New York, USA), com excitagdo no comprimento de 488 nm ou
647 nm e emissao, respectivamente, no 519 nm ou 667 nm. A aquisicao das imagens
foi realizada mantendo os mesmos padrbes de calibragem para todos os grupos
experimentais. A analise quantitativa das imagens foi realizada por meio do software
Imaged (1.45), onde foi mensurada a intensidade de fluorescéncia vascular total e das
camadas vasculares (intima, média e adventicia) separadamente. A intensidade de
fluorescéncia foi corrigida pela densidade integrada (que ja esta corrigida pela area
selecionada) e pelo background e expressa como intensidade relativa de
fluorescéncia (unidade arbitrarias).

4.6.2.2.C. Efeito do LY-294,002, inibidor seletivo da enzima PI3K e do PD98059, inibidor
seletivo das enzimas MEK 1/2 na resposta vascular

Objetivo: avaliar se as vias de sinalizagao PI3K-Akt e MEK/ERK 1/2, que sao capazes
de aumentar atividade da enzima NOS, poderiam estar mediando a
hiporresponsividade adrtica observada nos camundongos obesos alimentados com

dieta CAF e sobreviventes a sepse.

Anéis de aortas com endotélio foram incubados com LY-294,002 (10 mol/L)
ou PD98059 (10-° mol/L) por 30 minutos. Decorrido o periodo de incubagéo, foram
realizadas curvas cumulativas concentragio-resposta para PE (107'© mol/L - 10+
mol/L).

4.6.2.3. Investigagcao do envolvimento do 6xido nitrico (NO)

4.6.2.3.A. Efeito do TEA, bloqueador nao-seletivo dos canais para potassio (K*) e do
ODQ, inibidor da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), na resposta vascular
Objetivo: avaliar a participagdo dos canais para K" e da enzima GCs na
hiporresponsividade adrtica observada nos camundongos obesos alimentados com

dieta CAF e sobreviventes a sepse.

Anéis de aortas com endotélio foram incubados com TEA (103 mol/L) ou ODQ
(10 mol/L) por 30 minutos. Apdés o periodo de incubagdo, curvas cumulativas
concentragdo-resposta para PE (107" mol/L - 10-* mol/L) foram realizadas.

4.6.2.4. Investigagao da participacao da ciclooxigenase (COX)
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4.6.2.4.A. Efeito do ibuprofeno, inibidor nao-seletivo das enzimas ciclooxigenases, na
resposta vascular

Objetivo: avaliar se a ativagdo das ciclooxigenases poderia estar envolvida na
hiporresponsividade adrtica observada nos camundongos obesos alimentados com

dieta CAF e sobreviventes a sepse.

Anéis de aortas foram incubados com Ibuprofeno (10-° mol/L) por 30 minutos.
Apds o periodo de incubacgao, foram realizadas curvas cumulativas concentragao-

resposta para PE (10-'° mol/L - 10-* mol/L).

4.6.2.4.B. Imunolocalizagao aértica da isoforma COX-2
Objetivo: detectar e avaliar a localizagdo subcelular da COX-2 nas aortas de

camundongos obesos alimentados com dieta CAF e sobreviventes a sepse.

Para avaliar a presenca e a localizacdo subcelular das isoformas COX-1 e
COX-2, foi realizada a técnica de imunofluorescéncia. As etapas para a realizagao
deste protocolo experimental sdo similares as descritas para as isoformas da NOS no
tépico 4.6.2.2.B. No entanto, ap6s o bloqueio das ligagbes inespecificas, os cortes
foram incubados com os anticorpo primario anti-COX-2 (1:200, rabbit, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA) por 90 minutos, protegidos da luz e a
temperatura ambiente. Decorrido o tempo necessario para a incubagdo com o
anticorpo primario, foi realizada a incubagdo com os anticorpos secundario
conjugados a sonda fluorescente Alexa Fluor® 488 (1:500, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, USA) por 60 minutos, protegidos da luz e a temperatura ambiente.
A seguir, foi realizada a montagem das laminas e, quando finalizada, foi feita a
aquisicdo das imagens em microscopio de fluorescéncia (Nikon ECLIPSE Ti, Nikon
Corporation, New York, USA), com excitagdo no comprimento de onda de 488 nm e
um espectro de emissdo no 519 nm. Durante a aquisigao das imagens, os padrées de
calibragem foram mantidos iguais para todos os grupos experimentais. A analise
quantitativa das imagens foi realizada por meio do software ImageJ (1.45), em que foi
mensurada a intensidade de fluorescéncia vascular total e das camadas vasculares
(intima, média e adventicia) separadamente. A intensidade de fluorescéncia foi
corrigida pela densidade integrada (que ja esta corrigida pela area selecionada) e pelo
background e expressa como intensidade relativa de fluorescéncia (unidade

arbitrarias).
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4.6.2.5. Investigagao do envolvimento do peréxido de hidrogénio (H202)

4.6.2.5.A. Efeito da catalase, enzima que catalisa a decomposi¢cao do perdxido de
hidrogénio a agua e oxigénio, na resposta vascular

Objetivo: verificar se o H202 participa da hiporresponsividade aodrtica observada nos

camundongos obesos alimentados com dieta CAF e sobreviventes a sepse.

Anéis de aortas com endotélio foram incubados com Catalase (300 U/mL) por
30 minutos. Apds o periodo de incubacao, curvas cumulativas concentracdo-resposta

para PE (10-"9mol/L - 10-* mol/L) foram realizadas.

4.6.2.6. Investigacao da participagao do sistema-renina angiotensina

4.6.2.6.A. Efeito do captopril, inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), na
resposta vascular

Objetivo: avaliar se peptideos com acéo vasodilatadora, derivados da atividade da
ECA, poderiam estar envolvidos na hiporresponsividade aodrtica observada nos

camundongos obesos alimentados com dieta CAF e sobreviventes a sepse.

Anéis de aortas com endotélio foram incubados com captopril (10-° mol/L) por
30 minutos. Passado o periodo de incubagao, curvas cumulativas concentragao-

resposta para PE (10-'° mol/L - 10-* mol/L) foram realizadas.

4.6.2.7. Investigacao do envolvimento dos canais para calcio (Ca?*)

Objetivo: verificar se os canais para calcio do tipo L estariam mediando a
hiporresponsividade adrtica observada nos camundongos obesos alimentados com
dieta CAF e sobreviventes a sepse.

Para a avaliagdo do envolvimento dos canais para Ca?*, apds o teste para
confirmar a integridade endotelial, os anéis de aortas foram lavados, estabilizados na
tensdo basal e, a seguir, foram pré-contraidos com KCI (ECs0:30 mmol/L). Uma vez
alcancado o platdé de contracao, foram realizadas curvas cumulativas concentracao-
resposta para Verapamil (107" mol/L - 10 mol/L), que é um bloqueador de canais

para Ca%* com alta afinidade para canais do tipo T e L.
4.7. Avaliagao da morbimortalidade apés o segundo desafio infeccioso (52 ETAPA)

Para a inducdo do segundo desafio infeccioso, foram utilizados conidios de
Aspergillus fumigatus, linhagem A1163, conforme descrito por (Malacco et al., 2019).

Os fungos foram semeados em placa de Petri contendo meio completo (YAG) (2% p/v
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de glicose, 2% p/v de agar, 0,5% p/v de extrato de levedura e elementos de trago) e
incubados em estufa a 37°C durante 48 horas. Apds o periodo de incubacgao, foi
preparada uma suspensao de conidios com 30 mL de salina tamponada (PBS 1x), em
condicdo estéril. Os conidios suspensos foram filtrados utilizando uma membrana de
nylon estéril de 40 um, para remover fragmentos de hifas. A suspenséo filtrada foi
centrifugada a 1400 g, ressuspendida em 1 mL de PBS 1x estéril e os conidios foram
contados em camara de Neubauer. Antes da inoculagao, a concentragao foi ajustada

para 3 x 108 conidios em 40 yL de suspensao fungica.

A infeccao foi realizada, no 15° dia apos a inducao da sepse, em animais dos
grupos CLP e CAF-CLP, que foram anestesiados com isoflurano e infectados via
intranasal (i.n.). Os animais foram observados até o término do efeito do anestésico.
A letalidade e o peso corporal foram escolhidos como parametros clinicos de
progressao da doencga e foram avaliados diariamente durante 7 dias apos a infecgéo.

4.8. Andlise estatistica

Os graficos e analises estatisticas foram feitos por meio do programa GraphPad
Prism 9 (GraphPad Software Corporation, versdo 9.0.0, 2020). Os resultados foram
expressos como a média + erro padrdo da média (EPM) e comparados por meio da
analise de variancia de duas vias (two-way) ANOVA seguida do pos-teste de Holm-
Sidak, quando duas variaveis independentes foram consideradas; ou por meio do
teste t de Student, quando somente uma variavel independente foi considerada. Para
a analise da sobrevida, nas 12 e 52 etapas, foi usado o teste log-rank (teste x?) para
comparar as taxas de sobrevivéncia. Para analise das respostas vasculares, na 42
etapa, a ECso (a concentragéo que induz 50% da resposta maxima) e o efeito maximo
(Emax) foram determinados utilizando o método de regressao nao linear dos minimos
quadrados (Meddings et al., 1989). A analise da poténcia do agonista, por sua vez, foi
realizada utilizando os valores de pD:2 (-log ECs0). Os resultados foram considerados
estatisticamente diferentes quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagao do desenvolvimento da obesidade no periodo que antecede a sepse
(pré-sepse)

O consumo alimentar do grupo CAF foi significativamente aumentado, somente
entre os dias 10 a 14 de dieta, em relagdo ao grupo controle (Figura 5A). Contudo,
quando consideramos o consumo caldrico, o grupo CAF, a partir do 4° dia de dieta,
ingeriu significativamente mais calorias que o grupo controle (Figura 5B). Associado a
isso, o grupo CAF apresentou um aumento significativo de peso corporal (Figura 5C)
e de ganho de peso corporal (Figura 5D) comparado ao grupo controle ao longo de

todo periodo experimental considerado.

Similarmente ao que foi observado para o ganho de peso corporal, o indice de
adiposidade também foi significativamente maior no grupo CAF quando comparado
ao grupo controle (Figura 5E). No entanto, esse achado nao corrobora os resultados
obtidos na analise morfométrica dos adipdcitos epididimais, visto que nado houve
diferencga significativa entre as médias das areas dos adipdcitos do grupo CAF e do
grupo controle (Figuras 5F e 5G).

Além de ndo provocar um aumento significativo no tamanho dos adipocitos do
grupo CAF, o periodo experimental de 14 dias de dieta, aparentemente, nao foi
suficiente para causar alteragdes no perfil glicémico desses animais, uma vez que a
curva glicémica obtida para o grupo CAF nao apresentou diferenga significativa em

relagdo a curva obtida para o grupo controle (Figura 5H).
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Figura 5: Avaliagdo do consumo alimentar, em (A) gramas e (B) kcal, (C) peso corporal, (D) ganho
de peso corporal, (E) indice de adiposidade, (F e G) area média dos adipdcidos do TAE e (H)
perfil glicémico dos animais do grupo Controle e CAF no periodo experimental anterior a
indugdo da sepse. Os valores representam a média + EPM obtida para um n de 4-16 animais de cada
grupo experimental estudado. * p<0,05 em relagdo ao resultado obtido para o grupo Controle (A, B, C,
D e H: Two-way ANOVA seguido do pés-teste de Holm-Sidak; E e F: teste t de Student).
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5.2. Caracterizagao do modelo experimental com base nos parametros relacionados a
obesidade

Com o intuito de acompanhar a evolugao temporal dos pardmetros, o consumo
alimentar e o peso corporal foram mensurados ao longo de todo periodo experimental,
ou seja, nas fases: pré-sepse, aguda da sepse e cronica da sepse. Como mostrado
na Figura 6A, o consumo alimentar do grupo CAF foi significativamente maior que o
do grupo controle somente em alguns dias da fase pré-sepse (do dia 8 ao dia 15 de
dieta), corroborando os achados descritos no tépico 5.1. Resultados similares foram
observados para o grupo CAF-CLP, que apresentou o consumo alimentar aumentado
em relagao ao grupo CLP, durante toda a fase pré-sepse e no inicio da fase aguda da
sepse. Contudo, em relagdo ao consumo alimentar calérico (Figura 6B), ambos os
grupos, CAF e CAF-CLP, consumiram significativamente mais que os grupos controle
e CLP, respectivamente, durante todo o periodo experimental considerado. Além
disso, nenhuma diferengca foi verificada no consumo alimentar nas demais

comparagoes feitas entre os grupos controle e CLP; e CAF e CAF-CLP.

Ja em relagédo ao peso corporal, o ganho de peso corporal do grupo CAF foi
significativamente maior que o do grupo controle na fase pré-sepse, o que corrobora
os dados descritos no tépico 5.1 (Figuras 6C e 6D). Apesar da perda de peso corporal
de ambos os grupos na fase aguda da sepse (fase pds-cirurgica) (Figura 6E), o peso
corporal do grupo CAF se manteve significativamente maior que o do grupo controle
ao longo de todo o periodo experimental. De maneira similar, o ganho de peso corporal
do grupo CAF-CLP também foi significativamente maior que o do grupo CLP na fase
pré-sepse e essa diferenga permaneceu ao longo de todo o periodo experimental
(Figuras 6C e 6D). Contudo, os grupos que foram submetidos a sepse apresentaram
tendéncia de perda de peso corporal comparado aos grupos que nao foram
submetidos a sepse (Two-way ANOVA - Fator sepse: p<0,05), de modo que a perda
de peso corporal verificada no grupo CLP foi significativamente maior que a do grupo
controle (Figura 6E). Além disso, o ganho de peso corporal do grupo CAF-CLP foi
significativamente reduzido, durante a fase aguda da sepse, em relagdo ao grupo
CAF, permanecendo diminuido até o final do periodo experimental considerado
(Figura 6D).
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A perda de peso corporal, durante a fase aguda da sepse, impactou na
adiposidade dos grupos CLP e CAF-CLP ao final do periodo experimental, uma vez
qgue o indice de adiposidade e a area média dos adipécitos obtidos para os grupos
CLP e CAF-CLP foram significativamente menores do que os obtidos,
respectivamente, para os grupos controle e CAF. Contudo, o indice de adiposidade e
a area meédia dos adipécitos dos grupos CAF e CAF-CLP foram significativamente
maiores que os obtidos para os grupos controle e CLP respectivamente (Figuras 7A,
7B e 7C).
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Figura 7: Avaliagdo do (A) indice de adiposidade (n=17-22) e da (B e C) morfometria dos
adipdcitos epididimais (n=5-7) dos grupos experimentais. Os dados sao expressos como a média
+ EPM. * p<0,05 em relagdo ao grupo Controle; # p<0,05 em relagdo ao grupo CAF; $ p<0,05 em
relacdo ao grupo CLP (Two-way ANOVA seguido do pés-teste de Holm-Sidak).

Em relacdo aos parametros bioquimicos, ndo foi observada diferencga
significativa na curva glicémica entre os grupos controle e CLP (Figura 8A). Contudo,
considerando os grupos CAF e CAF-CLP, o pico glicémico do grupo CAF, aos 15
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minutos de teste, foi significativamente maior que o do grupo CAF-CLP, ndo sendo
verificadas diferengas na glicemia nos demais tempos da curva (Figura 8B). Quando
plotamos as curvas glicémicas de todos os grupos experimentais em um mesmo
grafico, ndo verificamos nenhuma diferenga significativa no perfil glicémico entre os
grupos, com excegao do grupo CAF-CLP, que apresentou uma redugao significativa
dos niveis de glicose em relagcdo ao grupo CLP aos 30 minutos de teste (Figura 8C).
E importante ressaltar que, apesar dessas diferencas observadas no TTOG,
principalmente no que se refere ao grupo CAF-CLP, nenhuma diferenga significativa
foi verificada nos niveis séricos de glicose (em jejum) entre 0os grupos experimentais
(Figura 8D).

Com relagao aos niveis séricos de colesterol total, os grupos CAF e CAF-CLP
apresentaram niveis de colesterol total significativamente maiores que os dos grupos
controle e CLP respectivamente (Figura 8E). Ja considerando os niveis séricos de
triglicerideos, um aumento significativo foi verificado no grupo CLP quando comparado
ao grupo controle. Além disso, como esperado, um aumento significativo foi
visualizado nos niveis de triglicerideos do grupo CAF em relagdo ao grupo controle.
No entanto, nenhuma diferengca significativa foi observada entre os niveis de
triglicerideos dos grupos CLP e CAF-CLP (Figura 8F).

Quanto aos niveis séricos das adipocinas, nao foram observadas diferencgas
nos niveis de adiponectina e quemerina entre os grupos experimentais (Figuras 8H e
8J). Para os niveis de leptina, por sua vez, foi verificado um aumento significativo nos
grupos CAF e CAF-CLP, quando comparados aos grupos controle e CLP,
respectivamente. Além disso, os niveis de leptina do grupo CLP se mostraram
significativamente aumentados em relagdo ao grupo controle (Figura 8G). Ja em
relacdo aos niveis de resistina, de maneira distinta ao verificado para leptina, o grupo
CLP apresentou niveis de resistina significativamente diminuidos comparados aos
niveis do grupo controle. Essa diminuigado n&o foi verificada no grupo CAF-CLP, que
apresentou niveis de resistina significativamente maiores que os do grupo CLP e

semelhantes ao obtido para o grupo CAF (Figura 8l).
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Figura 8: Avaliagcdo do perfil glicémico e dos pardmetros bioquimicos dos grupos
experimentais. (A), (B) e (C) Curva glicémica, ao longo do tempo, obtida para um n de 3-7 de cada
grupo experimental estudado. (D), (E) e (F) Niveis séricos de glicose, colesterol total e triglicerideos
obtidos para um n de 5-9 animais de cada grupo experimental estudado. (G), (H), (I) e (J) Niveis séricos
das adipocinas (G- leptina; H- adiponectina; I- resistina; J- quemerina) obtidos para um n de 2-12
animais de cada grupo experimental estudado. Os valores representam a média £+ EPM. * p<0,05 em
relagdo ao grupo Controle; # p<0,05 em relagdo ao grupo CAF; $ p<0,05 em relagdo ao grupo CLP
(Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

Esses resultados, em conjunto, demonstram que, apesar da perda significativa
de peso corporal de ambos os grupos durante a fase aguda da sepse, o grupo CAF-
CLP apresentou alteragdes significativas na adiposidade e metabolismo em relagéo
ao grupo CLP, que incluem o aumento significativo do indice de adiposidade, da area
dos adipdcitos epididimais, dos niveis de colesterol total e dos niveis de leptina e
resistina. Essa diferenga entre os grupos se da possivelmente por um efeito isolado
da dieta CAF, uma vez que alteracdes similares para a maioria desses parametros

foram observadas no grupo CAF quando comparado ao grupo Controle.
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5.3. Caracterizagao do modelo experimental com base nos parametros relacionados a
sepse

Como mostrado na Figura 9A, o escore clinico dos grupos CLP e CAF-CLP
aumentou significativamente, no 1° dia apds a indugéo da sepse, quando comparados
aos grupos controle e CAF, respectivamente. Nos dias 2 e 3 apds a inducdo da sepse,
o escore clinico dos grupos CLP e CAF-CLP reduziu consideravelmente de modo que
a diferenca de escore existente no 1° dia entre os grupos CAF e CAF-CLP, nao foi
observada no 2° e 3° dia. Apesar da reducéo verificada, o escore clinico do grupo CLP
permaneceu aumentado em relagdo ao grupo controle até o 3° dia apés a indugao da

sepse.

E valido mencionar que os grupos controle e CAF, apesar de ndo serem
submetidos a inducéo da sepse, apresentaram escores clinicos diferentes de 0 no 1°
dia do periodo experimental considerado. Além disso, o escore clinico do grupo CAF
permaneceu diferente de 0 nos demais tempos em que o escore também foi
mensurado. Essa atribuicdo de valores diferentes de 0 ao escore clinico dos grupos
Controle e CAF nao se deve a ocorréncia de infecgao pos-cirurgica, mas aos critérios
utilizados por cada observador (como o escore foi feito as cegas, o observador pode,
por exemplo, ter identificado uma alteracdo do pélo, causada pela dieta, como
piloerecdo) e/ou ao fato de os animais desses grupos apresentarem respostas
inflamatorias sistémicas ao estresse cirurgico que foram submetidos, que envolve a

laparotomia ventral e exposi¢céo do ceco.

A similaridade da gravidade da sepse verificada entre os grupos CLP e CAF-
CLP, através da avaliacdo da morbidade pelo escore clinico, corrobora os achados
obtidos na analise da sobrevida, em que os grupos apresentaram percentuais de
sobrevida semelhantes (CLP: 60,87%; CAF-CLP: 63,04%), com a mortalidade
ocorrendo majoritariamente entre o 1° e 3° dia ap6s a indugdo da sepse. Como
esperado, os percentuais de sobrevida dos grupos CLP e CAF-CLP foram
significativamente menores que os obtidos para os grupos controle e CAF, que

apresentaram 100% de sobrevida (Figura 9B).

Assim como verificado para escore clinico e analise de sobrevida, os resultados
obtidos, através da contagem total de leucécitos, ndo mostraram diferenca

significativa entre os grupos CLP e CAF-CLP. Contudo, ambos os grupos



70

apresentaram um aumento significativo do numero total de leucdcitos, quando
comparados aos grupos controle e CAF, respectivamente (Figura 9C). Essa
leucocitose nos grupos CLP e CAF-CLP, por sua vez, foi associada a um aumento da
quantidade de neutrdfilos, uma vez que, somente para esse tipo celular, foi observado
um resultado semelhante ao encontrado para a contagem total de leucdcitos (Figura
aD).
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Figura 9: Avaliagcao da morbimortalidade a sepse e do numero de células totais e neutréfilos na
circulagao periférica dos grupos experimentais. (A) Escore clinico obtido para um n de 3-5 animais
de cada grupo experimental estudado. (B) Curva comparativa do percentual de sobrevida obtido para
um n de 33-46 animais de cada grupo ao longo do periodo experimental considerado. (C) Numero de
células totais ou de (D) neutréfilos por mL de sangue obtido para um n de 10 diferentes animais de
cada grupo experimental estudado. Os dados s&o expressos como média £ EPM. * p<0,05 em relagcao
ao grupo Controle; # p<0,05 em relagéo ao grupo CAF (A, C e D: Two-way ANOVA seguido do pos-
teste de Holm-Sidak; B: teste log-rank (teste x2)).

5.4. Avaliacao das respostas hemodinamicas e cardiacas
Como mostrado na Figura S1 do Apéndice A, ndo houve diferencga significativa
na pressao arterial sistélica (PAS) entre os grupos experimentais ao longo das

semanas de estudo.
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Ja em relacdo as caracteristicas estruturais dos coragdes dos animais, os
resultados mostraram que a indugao da sepse levou a uma redugéo significativa do
peso cardiaco do grupo CLP quando comparado ao grupo controle (Figura 10). No
entanto, essa reducao nao foi verificada para o peso cardiaco do grupo CAF-CLP,
que, apesar da indugédo da sepse, permaneceu similar ao peso cardiaco do grupo
CAF. Além disso, por influéncia da dieta, os pesos dos coragdes dos grupos CAF e
CAF-CLP foram significativamente maiores que os pesos dos coragdes dos grupos

controle e CLP, respectivamente.

Uma vez que foi verificado um aumento do peso dos coragdes nos grupos que
receberam dieta CAF, o que pode ser indicativo da ocorréncia de remodelamento
hipertréfico cardiaco, nés decidimos avaliar como estaria a deposicdo de matriz
extracelular no intersticio dos coragbes dos animais. Os resultados obtidos com a
marcagado com Picrossirius Red ndo mostraram diferenga significativa na deposigéo
de colageno no tecido cardiaco entre os grupos experimentais (Figura 10B e 10C).
Logo, o0 aumento de peso dos coragdes nos animais dos grupos que receberam dieta

CAF néo estaria associado ao aumento na deposicao de matriz extracelular.
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Figura 10: Avaliagdo do peso e da deposigao intersticial de colageno cardiacos dos grupos
experimentais. (A) Peso do coragdo corrigido pelo comprimento da tibia obtida para um n de 5-6
animais de cada grupo experimental estudado. (B) Imagens representativas do tecido cardiaco dos
grupos experimentais obtidas no aumento 40x, evidenciando as fibras colageno que aparecem
marcadas em vermelho. (C) Area percentual de deposigdo de colageno obtida para um n de 3 animais
de cada grupo experimental estudado. Os valores representam a média + EPM. * p<0,05 em relagéo
ao grupo Controle; $ p<0,05 em relagéo ao grupo CLP (A e C: Two-way ANOVA seguido do pos-teste
de Holm-Sidak).

Aléem dessas caracteristicas estruturais cardiacas, avaliamos também a
atividade elétrica dos coragbes dos animais, uma vez que ela é a responsavel por
coordenar a contragao e o relaxamento em cada ciclo cardiaco. Como visualizado nas
figuras 11C, 11D e 11E, os resultados obtidos no eletrocardiograma demonstraram
que o grupo CLP apresentou uma diminui¢ao significativa na duragéo de todo o ciclo
cardiaco, representado pelo complexo QRS e pelos intervalos PR e QTc, em relagcéao

ao grupo controle, sendo observada também uma tendéncia de aumento da
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frequéncia cardiaca (p=0.0556). Essa redugéao do ciclo cardiaco, no entanto, nao foi
verificada no grupo CAF-CLP, que, a propdsito, apresentou uma duragao do intervalo
PR significativamente maior que o grupo CAF, sem alteragbes observadas entre os
grupos na duragado do complexo QRS e intervalo QTc. Quando comparamos, por sua
vez, os grupos CLP e CAF-CLP, observamos que, apesar de ndo apresentarem
diferenca na duragdo do complexo QRS, os intervalos PR e QT s&o significativamente
aumentados no grupo CAF-CLP quando comparado ao CLP. Em relagdo a um efeito
isolado da dieta, podemos perceber que a dieta CAF levou a uma reducao do intervalo
PR e do complexo QRS no grupo CAF quando comparado ao grupo controle, sem
nenhuma alteragdo observada no intervalo QTc. Além disso, os grupos CAF e CAF-
CLP apresentaram uma frequéncia cardiaca significativamente menor que a dos

grupos controle e CLP, respectivamente (Figura 11B).
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Figura 11: Avaliacdo da atividade elétrica cardiaca dos grupos experimentais. (A) Representagao
esquematica do ciclo cardiaco visualizado no eletrocardiograma (Adaptado de

https://www.alivecor.com/education/ecg.html). (B) Frequéncia cardiaca e duragdo dos intervalos (C)

PR, (D) QRS e (E) QT obtidos para um n de 4-7 animais de cada grupo experimental estudado. Os
valores representam a média + EPM. * p<0,05 em relagao ao grupo Controle; # p<0,05 em relagéo ao
grupo CAF; $ p<0,05 em relagado ao grupo CLP (Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

Uma vez que verificamos diferengas na atividade elétrica cardiaca entre os
grupos experimentais, decidimos avaliar como estaria a fungéo do coragao isolado
através da técnica de Langendorff. Nossos resultados demonstraram que a pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) do grupo CAF-CLP foi
significativamente maior que a obtida para o grupo CLP, n&o sendo verificada, no
entanto, diferenca significativa na PDVE nas comparagdes feitas entre os demais
grupos (controle e CLP; CAF e CAF-CLP e controle e CAF) (Figura 12A). Em

concordancia com esse achado, a razao da derivada da pressao pela derivada do
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tempo (dp/dt) maxima (dp/dtmax) € minima (dp/dtmin) se mostraram significativamente
maiores no grupo CAF-CLP quando comparado ao grupo CLP, n&o sendo observadas
também diferengas significativas na dp/dt max € dp/dtmin entre os demais grupos
(Controle e CLP; CAF e CAF-CLP; e Controle e CAF) (Figuras 12B e 12C). Diante
disso, é possivel afirmar que a obesidade induzida por dieta CAF aumentou
significativamente as atividades inotrépicas e lusitropicas basais dos coragdes dos

animais sobreviventes a sepse.
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Figura 12: Avaliagao da (A) pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE), (B) derivada
da pressao pela derivada do tempo maxima (dp/dtmax) € (C) minima (dp/dtmin) dos grupos
experimentais. Cada barra representa a média + EPM dos valores obtida para n de 5-6 animais de

cada grupo estudado. $ p<0,05 em relagéo ao grupo CLP (Two-way ANOVA seguido do pos-teste de
Holm-Sidak).

Tendo em vista as diferencas na funcio contratil basal do ventriculo esquerdo
verificadas entre os grupos experimentais, decidimos avaliar se a dindmica de
comportamento dos parametros de fungéo ventricular (PDVE, dp/dt max € dp/dtmin)
permaneceria a mesma quando os coragdoes fossem submetidos a um estresse
farmacoloégico com isoprenalina, que € um agonista B ndo seletivo. De maneira
interessante, os resultados demonstraram que, diferentemente do encontrado para a
funcdo contratil basal, diante de um estresse farmacoldgico, a porcentagem de
mudang¢a da PDVE, dp/dtmax € dp/dtmin foi significativamente maior no grupo CLP em
comparagao ao grupo CAF-CLP (Figuras 13A, 13C e 13E). Esse achado pode ser
melhor visualizado nos graficos de Emax de contragdo da isoprenalina - também
representado em porcentagem de mudanga - em que os valores para o grupo CLP
mostram um aumento significativo em relagdo aos obtidos para o grupo CAF-CLP
(Figuras 13B, 13D e 13F). E valido salientar que também foi verificado um aumento
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significativo da PDVE e da dp/dtmax do grupo CLP quando comparado ao grupo
controle, ndo sendo observada diferenga significativa entre os grupos na dp/dtmin. Ja
nas comparacgoes feitas entre os grupos controle e CAF e os grupos CAF e CAF-CLP,
nao foram observadas diferengas significativas nos valores de Emax para os 3

parametros de funcio ventricular.
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Figura 13. (A), (C) e (E) Dindmica de variagdo da PDVE, dp/dtmin € dp/dtmax frente a estimulo com
Isoprenalina. (B), (D) e (F) Valores de Emax da Isoprenalina sobre a PDVE, dp/dtmin € dp/dtmax. Os
valores representam a média + EPM obtida para um n de 5 diferentes animais de cada grupo estudado.
* p<0,05 em relagdo ao grupo Controle. $ p<0,05 em relagao ao grupo CLP (Two-way ANOVA seguido
do pos-teste de Holm-Sidak).
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Considerando que foram verificadas diferengas significativas na fungdo do
coragao isolado entre os grupos experimentais, buscamos, entéo, investigar se essas
diferengas também seriam observadas, em nivel celular, ou seja, na fungdo dos
cardiomiécitos. De acordo com os nossos resultados, o tempo de contragdo dos
cardiomiécitos diminuiu significativamente nos grupos CLP e CAF-CLP quando
comparados aos grupos controle e CAF, respectivamente (Figura 14A). O tempo de
relaxamento, por sua vez, apresentou uma reducgao significativa somente no grupo
CLP quando comparado ao grupo controle, ndo sendo observada diferenca
significativa no tempo de relaxamento entre os demais grupos (Figura 14B). Esse
resultado acabou se refletindo no tempo total de contragcédo-relaxamento celular, para
o qual foi verificada somente uma redugao significativa no grupo CLP em relagéo ao

grupo controle (Figura 14C).

Baseado nos achados anteriores e considerando que a velocidade é uma razao
da distancia percorrida pelo tempo, era esperado que a velocidade de contragao
estaria aumentada nos grupos CLP e CAF-CLP (quando comparados aos grupos
controle e CAF, respectivamente) e a velocidade de relaxamento estaria aumentada
somente no grupo CLP (quando comparado ao grupo controle). Entretanto, os
resultados demonstraram que o grupo CLP apresentou uma redugao significativa da
velocidade de contragdo em relagdo ao grupo Controle (Figuras 14D, 15A e 15B).
Além disso, tanto a velocidade de contracdo quanto a de relaxamento foram
significativamente maiores no grupo CAF-CLP quando comparado aos grupos CLP e
CAF (Figuras 14D,14E, 15A e 15B).

Portanto, se os cardiomiécitos do grupo CAF-CLP apresentam o mesmo tempo
para contrair, porém com uma velocidade maior, em relagdo aos cardiomiécitos do
grupo CLP, supbe que a fragdo de encurtamento seja maior no grupo CAF-CLP
comparado ao grupo CLP. Em concordancia com este fato, os resultados, visualizados
na Figura 14F, demonstraram que a fragdo de encurtamento foi significativamente
maior no grupo CAF-CLP comparado ao grupo CLP. Ademais, o grupo CLP
apresentou uma reducgao significativa na fragdo de encurtamento comparado ao grupo

controle.
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Figura 14: Avaliagdo do (A-C) tempo e (D-E) velocidade de contragdao e/ou relaxamento e da (F)
fracao de encurtamento dos cardiomiécitos dos grupos experimentais. Cada barra representa a
média + EPM dos valores de tempo, velocidade e fragdo de encurtamento obtida n de 3 animais de
cada grupo experimental estudado. * p<0,05 em relagdo ao grupo Controle; # p<0,05 em relagédo ao
grupo CAF; $ p<0,05 em relagao ao grupo CLP (Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak).
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Figura 15. Representagao vetorial e grafica do perfil de contratilidade dos cardiomiocitos dos

grupos experimentais. (A) Representagcdo vetorial da velocidade espacial celular em relagcédo a

velocidade maxima de contracdo (VMC) e velocidade maxima de relaxamento (VMR); e dindmica da

contratilidade dos cardiomiécitos mediante um ciclo de contracdo-relaxamento. (B) Sobreposicéo dos

resultados encontrados para a dindmica de contratilidade dos cardiomiécitos, durante um ciclo de

contragao-relaxamento, de todos os grupos experimentais.

5.5. Avaliagao das respostas vasculares

Uma vez que alteragdes nas respostas cardiacas foram verificadas entre os

grupos experimentais, decidimos investigar se as respostas vasculares também
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estariam alteradas. Inicialmente, avaliamos o relaxamento induzido pela ACh, que
desencadeia a vasodilatagdo por meio da interagdo com o receptor muscarinico M3
presente na membrana das células endoteliais. Como mostrado na Figura 16A, as
respostas de relaxamento a ACh foram similares para as aortas dos grupos controle
e CLP, ndo sendo, portanto, verificada diferenga significativa nos valores de poténcia
e de Emax da ACh entre os grupos (Figuras 16D e 16E). Um resultado semelhante
também foi obtido para os grupos CAF e CAF-CLP, entre os quais os valores de
poténcia e de Emax da ACh também n&o apresentaram diferenca significativa (Figuras
16D e 16E). Quando, entdo, plotamos as curvas cumulativas concentragédo-resposta
para ACh em um mesmo grafico, ndo observamos diferenga significativa no
relaxamento induzido por esse vasodilatador entre os grupos experimentais (Figura
16C).
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Figura 16: Relaxamento vascular induzido por ACh em anéis de aortas com endotélio dos grupos
experimentais. As curvas concentragao-resposta ilustram o relaxamento induzido por ACh para os
grupos submetidos a (A) dieta padrao e a (B) dieta CAF. (C) Sobreposicao dos resultados encontrados
para os todos os grupos experimentais. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emaxc €

poténcia da ACh obtida para um n de 8-13 preparagdes independentes.
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Visto que ndo foram observadas alteracdes nas respostas de relaxamento a
ACh entre os grupos experimentais, decidimos avaliar como estariam as respostas
contrateis. Para isso, realizamos curvas cumulativas concentracao-resposta para PE,
qgue € um agonista al1-adrenérgico. Os resultados obtidos mostraram que a contragéo
vascular induzida pela PE foi similar entre os grupos controle e CLP, n&o sendo
verificada diferenca significativa nos valores de poténcia e de Emax entre os grupos
(Figuras 17A e 17D). Ja, em relagdo aos grupos CAF e CAF-CLP, verificamos uma
reducao significativa do Emax de contracdo da PE no grupo CAF-CLP quando
comparado ao grupo CAF (Figuras 17B e 17D). Quando, por sua vez, plotamos as
curvas cumulativas concentragao-resposta para PE de todos os grupos em um mesmo
grafico, observamos uma diminui¢ao significativa do Emax de contragao para PE nos
grupos CAF e CAF-CLP quando comparados aos grupos controle e CLP,
respectivamente (Figuras 17C e 17D), sugerindo. Esse achado sugere que a dieta
CAF, isoladamente, provoca hiporreatividade vascular a PE e essa hiporreatividade
parece ser acentuada no grupo CAF-CLP, uma vez que o valor de Emaxda PE nesse
grupo foi significativamente menor que os valores de Emax em todos os demais grupos
(Figuras 17D). Além disso, a poténcia da PE no grupo CAF-CLP foi significativamente
reduzida quando comparada a do grupo CLP, o que nao foi verificado na comparagéo
entre os grupos controle e CAF (Figura 17E).
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Figura 17. Contragao vascular induzida por PE em anéis de aortas com endotélio dos grupos
experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a contragdo induzida por PE para os grupos
submetidos a (A) dieta padréo e a (B) dieta CAF. (C) Sobreposi¢cao dos resultados encontrados para
os todos os grupos experimentais. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax e poténcia
da PE obtida para um n de 9-11 preparacgdes independentes. * p<0,05 em relagdo ao grupo Controle;
# p<0,05 em relagdo ao grupo CAF; $ p<0,05 em relagdo ao grupo CLP (Two-way ANOVA seguido do
pos-teste de Holm-Sidak).

A fim de entender, ent&o, a hiporreatividade vascular a PE nos animais obesos
alimentados com dieta CAF e sobreviventes a sepse, nos realizamos o estudo dos
possiveis mecanismos moleculares envolvidos nessa resposta. Considerando que o
nosso objetivo, nesta etapa, foi avaliar e comparar os mecanismos que medeiam as
respostas vasculares nos animais sobreviventes a sepse, decidimos apresentar, no
texto principal, somente os resultados obtidos para os grupos CLP e CAF-CLP. Os
resultados referentes aos grupos controle e CAF podem ser encontrados no material

suplementar, que se encontra no Apéndice B do presente trabalho.

5.5.1. Investigagao dos mecanismos envolvidos nas respostas vasculares

5.5.1.1. Investigacao do envolvimento do endotélio vascular
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Dado que a camada endotelial € importante no controle do ténus vascular, em
condigdes fisiologicas e fisiopatoldgicas, buscamos, inicialmente, avaliar se o
endotélio estaria influenciando na hiporreatividade vascular a PE em aortas de
camundongos obesos alimentados com dieta CAF e sobreviventes a sepse. Os
resultados mostraram que em ambos os grupos, CLP e CAF-CLP, a retirada do
endotélio aumentou significativamente tanto os valores Emaxda PE, quanto os valores
de poténcia desse vasoconstritor (Figuras 18A,B,D e E). Contudo, esse aumento foi
proporcionalmente maior no grupo CAF-CLP, de modo que, nas aortas sem endotélio,
os valores de Emax e poténcia da PE do grupo CAF-CLP foram restabelecidos ao nivel
dos obtidos para o grupo CLP (Figura 18C, D e E). Sendo assim, € possivel concluir
que o endotélio esta essencialmente envolvido na hiporresponsividade aodrtica
observada no grupo CAF-CLP, uma vez que, na auséncia da camada endotelial, essa

resposta vascular foi completamente revertida.
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Figura 18. Efeito da remocao da camada endotelial na contragao vascular induzida por PE em
anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a contracao
induzida por PE para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de aortas com e sem endotélio. (C)
Sobreposigao dos resultados encontrados para os grupos CLP e CAF-CLP na presenca e na auséncia
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do endotélio. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax e poténcia da PE obtida para um
n de 9-11 preparagdes independentes. # p<0,05 em relagdo ao grupo CAF-CLP e+; $ p<0,05 em
relacdo ao grupo CLP e+ (Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

5.5.1.2. Investigacdo do envolvimento da Oxido Nitrico Sintase (NOS)

Visto que o endotélio esta envolvido na hiporreatividade vascular a PE em
camundongos obesos alimentados com dieta CAF e sobreviventes a sepse, o préximo
passo da nossa investigagao foi avaliar quais seriam os mediadores vasodilatadores
produzidos pelo endotélio que estariam envolvidos nessa resposta observada. Em
vasos de condutdncia, como a aorta, o NO, que é produzido, sobretudo, pelo
endotélio, se destaca como o principal mediador vasorelaxante. Logo, investigamos
se a enzima produtora do NO, a NOS, estaria envolvida na hiporreatividade vasculara
PE observada no grupo CAF-CLP. Os resultados mostraram que a incubacgéao prévia
com L-NAME aumentou significativamente os valores de Emax € de poténcia da PE de
ambos os grupos, CLP e CAF-CLP (Figuras 19A,B,D e E). No entanto, esse aumento
foi proporcionalmente maior no grupo CAF-CLP, principalmente no que se refere ao
valor de Emax da PE (Figura 19A,B e D). Logo, quando plotamos as curvas cumulativas
concentragao-resposta para PE de ambos os grupos, € possivel verificar que a
incubagdo prévia com L-NAME reverteu completamente a redugdo do Emax de
contragdo da PE observada no grupo CAF-CLP (Figura 19C e D). Porém, a diferenga
significativa no valor de poténcia da PE em relagao ao grupo CLP se manteve apesar
da incubacdo com L-NAME (Figura 19E). Sendo assim, é possivel inferir que a
atividade da NOS esta parcialmente envolvida na hiporreatividade vascular a PE
observada no grupo CAF-CLP.
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Figura 19. Efeito da inibicao nao-seletiva da enzima NOS na contragdo vascular induzida por PE
em anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a
contracao induzida por PE para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de aortas incubados ou
nao com L-NAME. (C) Sobreposi¢édo dos resultados encontrados para os grupos CLP e CAF-CLP na
presencga e na auséncia de L-NAME. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emaxe poténcia
da PE obtida para um n de 7-11 preparacgdes independentes. $ p<0,05 em relagdo ao grupo CLP; #
p<0,05 em relagéo ao grupo CAF-CLP; * p<0,05 em relagédo ao grupo CLP L-NAME (Two-way ANOVA
seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

Considerando a participacao parcial da NOS na diminuicdo da contragao a PE
em animais do grupo CAF-CLP, decidimos investigar quais isoformas dessa enzima
estariam envolvidas na resposta vascular observada. Primeiramente, avaliamos o
envolvimento da isoforma induzida da NOS (iNOS) na hiporreatividade vascular a PE
observada no grupo CAF-CLP. De acordo com os nossos resultados, a incubagéao
com 1400W nao modificou o perfil de contragdo vascular da PE nos grupos CLP e
CAF-CLP (Figuras 20A e B). Logo, a diferenga significativa de Emax da PE existente
entre eles permaneceu apds a inibicdo da iINOS, ndo sendo verificadas também

alteracdes nos valores de poténcia desse vasoconstritor (Figuras 20C, D e E). Diante
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disso, é possivel concluir que a atividade da iINOS ndo esta envolvida na

hiporresponsividade vascular a PE verificada no grupo CAF-CLP.
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Figura 20: Efeito da inibigdo seletiva da iINOS na contragao vascular induzida por PE em anéis
de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragéo-resposta ilustram a contragao induzida
por PE para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de aortas incubados ou ndo com 1400W. (C)
Sobreposigao dos resultados encontrados para os grupos CLP e CAF-CLP na presenca e na auséncia
de 1400W. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax e poténcia da PE obtida para um
n de 9-10 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagdo ao grupo CLP; * p<0,05 em relagéo ao
grupo CLP 1400W (Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

Com intuito de confirmar os resultados funcionais, avaliamos, pela técnica de
imunofluorescéncia, a localizagao in situ da INOS nas aortas dos grupos CLP e CAF-
CLP e se existe alguma diferenga na imunomarcacao dessa isoforma entre eles. Os
resultados demonstraram que a iINOS esta presente em todas as camadas vasculares
(intima, média e adventicia) de ambos os grupos (Figuras 21A e B). Contudo,

corroborando os achados funcionais, ndo foi verificada diferenga significativa na
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intensidade de fluorescéncia emitida pela imunomarcagao da iNOS entre eles (Figura
21C).
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Figura 21: Imunodetecgdo da iNOS em aortas dos grupos CLP e CAF-CLP, com a quantificagdo
da intensidade de fluorescéncia nas diferentes camadas vasculares. (A) e (B) Imagens
representativas (obtidas no aumento de 40X) da imunomarcagéo da iNOS em aortas dos grupos CLP
e CAF-CLP, respectivamente. As setas brancas indicam a camada intima; os tracos verdes indicam a
camada média; e as setas amarelas indicam a camada adventicia. (C) Cada barra representa a média
+ EPM da intensidade de fluorescéncia, expressa em unidades arbitrarias, emitida pela imunomarcacgéao

da iNOS obtida para um n=5 preparagotes diferentes de cada grupo experimental.

Considerando que a iINOS nao participa da reducao da resposta contratil a PE

no grupo CAF-CLP, nés decidimos avaliar se a isoforma neuronal da NOS (nNOS)
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estaria contribuindo com essa resposta vascular. Similarmente ao verificado para
INOS, nos grupos CLP e CAF-CLP, a incubagdo com 7-NlI ndo alterou
significativamente a resposta de contragao vascular a PE (Figuras 22A e B). Portanto,
a diferencga significativa do Emax da PE existente entre os grupos CLP e CAF-CLP
persistiu apds a incubagdo com 7-Nl, ndo sendo verificadas também alteragcbes nos
valores de poténcia desse vasoconstritor (Figuras 22C, D e E). Deste modo, é possivel
concluir que, assim como a iINOS, a nNOS nao esta envolvida na hiporreatividade

vascular a PE observada no grupo CAF-CLP.
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Figura 22: Efeito da inibicdo seletiva da nNOS na contragao vascular induzida por PE em anéis
de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragéo-resposta ilustram a contragao induzida
por PE para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de aortas incubados ou ndo com 7-NI. (C)
Sobreposicao dos resultados encontrados para os grupos CLP e CAF-CLP na presenca e na auséncia
de 7-NI. (D) e (E) Cada barra a média £+ EPM dos valores de Emax € poténcia da PE obtida para um n
de 6-11 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagdo ao grupo CLP; * p<0,05 em relagéo ao grupo
CLP 7-NI (Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

A fim de confirmar os achados obtidos no estudo funcional com a incubacéao

com 7-NI, nés analisamos, através da técnica de imunofluorescéncia, a localizagao in
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situ da nNOS, bem como se haveria diferenga na imunomarcacao dessa isoforma
entre os grupos CLP e CAF-CLP. De acordo com os nossos resultados, a nNOS esta
presente em todas as camadas vasculares (intima, média e adventicia) das aortas de
ambos os grupos (Figuras 23A e B) e, corroborando os achados funcionais, nao foi
observada diferenga significativa na intensidade de fluorescéncia emitida pela
imunomarcacéo para nNOS entre eles (Figura 23C).
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Figura 23: Imunodetec¢ao da nNOS em aortas dos grupos CLP e CAF-CLP, com a quantificagdo
da intensidade de fluorescéncia nas diferentes camadas vasculares. (A) e (B) Imagens
representativas (obtidas no aumento de 40X) da imunomarcagédo da nNOS em aortas dos grupos CLP
e CAF-CLP, respectivamente. As setas brancas indicam a camada intima; os tragos vermelhos indicam
a camada média; e as setas amarelas indicam a camada adventicia. (C) Cada barra representa a média
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+ EPM da intensidade de fluorescéncia, expressa em unidades arbitrarias, emitida pela imunomarcacgéao
da nNOS obtida para um n=5 preparagdes diferentes de cada grupo experimental.

Considerando que os resultados obtidos para iINOS e nNOS sugerem que a
isoforma endotelial da NOS (eNOS) participa da redugéo da resposta contratil a PE
observada no grupo CAF-CLP. Diante disso, nés decidimos verificar, através da
técnica de imufluorescéncia, a localizagao in situ da eNOS nas aortas dos grupos CLP
e CAF-CLP e se haveria diferenga na imunomarcacgao dessa isoforma entres eles. Os
resultados demonstraram que a eNOS esta presente em todas as camadas
vasculares (intima, média e adventicia) das aortas de ambos os grupos (Figuras 24A
e B). Porém, a intensidade de fluorescéncia emitida pela imunomarcagao da eNOS

nao apresentou diferenca significativa entre os grupos (Figura 24C).
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Figura 24: Imunodetecgédo da eNOS em aortas dos grupos CLP e CAF-CLP, com a quantificagao
da intensidade de fluorescéncia nas diferentes camadas vasculares. (A) e (B) Imagens
representativas (obtidas no aumento de 40X) da imunomarcagédo da eNOS em aortas dos grupos CLP
e CAF-CLP, respectivamente. As setas brancas indicam a camada intima; os tracos verdes indicam a
camada média; e as setas amarelas indicam a camada adventicia. (C) Cada barra representa a média
+ EPM da intensidade de fluorescéncia, expressa em unidades arbitrarias, emitida pela imunomarcacéao

da eNOS obtida para um n=5 preparagdes diferentes de cada grupo experimental.

Uma vez confirmado que a NOS esta parcialmente envolvida na
hiporreatividade vascular observada no grupo CAF-CLP e que esse envolvimento,

possivelmente, se deve a atividade da isoforma endotelial, decidimos investigar as
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possiveis vias de sinalizagao que estariam levando a ativacdo da NOS. Inicialmente,
avaliamos a participacao da via de sinalizacdo PI3K-Akt. Os resultados mostraram
que, nas aortas dos grupos CLP e CAF-CLP, a incubagao prévia com LY-294,002
reduziu significativamente os valores de Emax de contragdo da PE, n&o sendo
verificada nenhuma alteragdo nos valores de poténcia desse vasoconstritor (Figuras
25A, B, D e E). No entanto, a diferenga significativa nos valores de Emax da PE
existente entre os grupos CLP e CAF-CLP persistiu apés a incubagdo com o LY-
294,002 (Figura 25C e D). Portanto, esses achados sugerem que a via de sinalizagéo
PI13K-Akt ndo esta envolvida na hiporreatividade vascular a PE observada em animais
do grupo CAF-CLP.
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Figura 25. Efeito da inibicdo seletiva da enzima PI3K na contragdo vascular induzida por PE em
anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a contracao
induzida por PE para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de aortas incubados ou ndo com LY-
294,002. (C) Sobreposicao dos resultados encontrados para os grupos CLP e CAF-CLP na presenca
€ na auséncia de LY-294,002. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax € poténcia da

PE obtida para um n de 5-11 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagio ao grupo CLP; # p<0,05
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em relagdo ao grupo CAF-CLP; * p<0,05 em relagdo ao grupo CLP LY-294,002 (Two-way ANOVA
seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

Considerando que a via de sinalizacdo PI3K-Akt ndo esta envolvida na
hiporresponsividade vascular a PE verificada no grupo CAF-CLP, nos decidimos
investigar a participagdo da via de sinalizacdo MEK/ERK 1/2. De acordo com os
nossos resultados, a incubagao prévia com PD98059 reduziu significativamente a
resposta contratil da PE nos grupos CLP e CAF-CLP (Figuras 26A e B). Porém, a
reducdo da resposta de contragdo da PE foi proporcionalmente maior no grupo CLP
comparado ao grupo CAF, de modo que a diferenga significativa nos valores de Emax
da PE entre os grupos deixou de existir apds a incubagao com PD98059 (Figuras 26A,
B, C e D). A diferencga significativa nos valores de poténcia da PE existente entre os
grupos, no entanto, persistiu apdés a incubagdo com esse inibidor (Figura 26E).
Portanto, é possivel sugerir que a via de sinalizagcdo MEK/ERK 1/2 esta parcialmente
envolvida na hiporresponsividade vascular observada no grupo CAF-CLP, mas, de
modo distinto ao que era esperado, esse envolvimento de MEK/ERK 1/2,
possivelmente, ndo se da através da ativagcao de NOS.
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Figura 26. Efeito da inibi¢cao seletiva das enzimas MEK 1/2 na contragao vascular induzida por
PE em anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a
contracao induzida por PE para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de aortas incubados ou
nao com PD98059. (C) Sobreposigcao dos resultados encontrados para os grupos CLP e CAF-CLP na
presenga e na auséncia de PD98059. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax e
poténcia da PE obtida para um n de 6-11 preparagées independentes. $ p<0,05 em relagdo ao grupo
CLP; # p<0,05 em relagédo ao grupo CAF-CLP; * p<0,05 em relagdo ao grupo CLP PD98059 (Two-way
ANOVA seguido do pés-teste de Holm-Sidak).

5.5.1.3. Investigagao do envolvimento do 6xido nitrico (NO)

Uma vez produzido pela NOS no endotélio, o NO se difunde para as células
musculares lisas, onde é capaz de interagir com o grupamento heme da GCs,
ativando-a. Considerando isso, nos decidimos avaliar se a atividade da GCs estaria
envolvida na diminui¢cao da contragédo a PE observada no grupo CAF-CLP, através da
incubacao prévia com ODQ, inibidor seletivo da GCs. Os resultados mostraram que a
incubagdo com ODQ aumentou significativamente o valor de poténcia da PE no grupo
CLP, sem, no entanto, alterar o Emax desse vasoconstritor (Figuras 27A, D e E). No
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grupo CAF-CLP, por sua vez, a incubagdo com ODQ aumentou significativamente o
Emax de contragdo PE, sem produzir nenhuma alteragdo significativa na poténcia
desse vasoconstritor (Figuras 27B, D e E). Logo, quando sobrepomos as curvas PE,
€ possivel perceber que a inibicdo da GCs reverteu a hiporreatividade vascular no
grupo CAF-CLP (Figuras 27C e D). Apesar disso, a diferencga significativa nos valores
de poténcia da PE existente entre os grupos persistiu apds a incubagdo com ODQ
(Figura 27E). Sendo assim, €& possivel concluir que a atividade da GCs esta

parcialmente envolvida na hiporresponsividade vascular a PE observada no grupo
CAF-CLP.
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Figura 27. Efeito da inibicdo da enzima GCs na contragao vascular induzida por PE em anéis de
aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragédo-resposta ilustram a contragado induzida
por PE para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de aortas incubados ou ndo com ODQ. (C)
Sobreposigéo dos resultados encontrados para os grupos CLP e CAF-CLP na presenca e na auséncia
de ODQ. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax e poténcia da PE obtida para um n
de 3-11 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagéo ao grupo CLP; # p<0,05 em relagéo ao grupo
CAF-CLP; * p<0,05 em relagao ao grupo CLP ODQ (Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-
Sidak).
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Além da ativacdo da GCs, o NO desencadea vasodilatagdo por meio da
ativagao direta dos canais para K*. Desta forma, nés decidimos investigar também se
0s canais para K* estariam envolvidos na redugdao da resposta contratii a PE
observada nas aortas de animais do grupo CAF-CLP. Os resultados mostraram que
a incubacado com TEA n&o foi capaz de alterar significativamente a resposta contratil
a PE de ambos grupos, CLP e CAF-CLP (Figuras 28A e B), de modo que a diferenga
de Emax € poténcia da PE existente entre eles permaneceu apds a incubagao com
TEA (Figuras 28C, D e E),. Portanto, pode-se concluir que, de maneira similar ao que
foi observado para o grupo CAF, os canais para K' ndo participam da
hiporresponsividade vascular a PE do grupo CAF-CLP.

4 4
A —&— CP B —e— CAF-CLP
—o— CLPTEA ® CAF-CLP TEA
~ 37 _. 34
=z
£ g
8 27 8 27 g4
o o
g 17 S 11
0 0
T T T T T T T T T T T T T T
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
PE log (mol/L) PE log (mol/L)
4
—e— CLP
CLP TEA 3
3-{—® CAF-CLP
CAF-CLP TEA
2 /;/5~3—j

Contracdo (mN)

Emax Contracéo (mN)

T T T T T
10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

PE log (mol/L)

Figura 28. Efeito do bloqueio dos canais para K* na contragao vascular induzida por PE em anéis
de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragéo-resposta ilustram a contragao induzida
por PE para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de aortas incubados ou ndo com TEA. (C)
Sobreposigéo dos resultados encontrados para os grupos CLP e CAF-CLP na presenca e na auséncia
de TEA. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax € poténcia da PE obtida para um n
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de 9-11 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagdo ao grupo CLP; * p<0,05 em relagio ao grupo
CLP TEA (Two-way ANOVA seguido do pés-teste de Holm-Sidak).

5.5.1.4. Investigagao da participagao da ciclooxigenase (COX)

Visto que o NO esta apenas parcialmente envolvido na diminuigao da contragao
vascular a PE no grupo CAF-CLP, buscamos investigar quais outros mediadores
endoteliais também estariam mediando essa resposta. Dentre os mediadores
possiveis, avaliamos o envolvimento dos prostandides derivados da COX, através da
incubacao prévia das preparacdes com ibuprofeno. Os resultados mostraram que a
incubagdo com ibuprofeno n&o alterou a resposta a PE do grupo CAF-CLP (Figura
29B). No entanto, a incubagédo com esse inibidor reduziu significativamente 0 Emax de
contragao da PE no grupo CLP, sem nenhuma alteragdo no valor da poténcia desse
vasoconstritor (Figuras 29A, D e E). Deste modo, quando plotamos as curvas
cumulativas concentragao-resposta para PE de ambos os grupos num mesmo grafico,
observamos que as curvas das aortas dos grupos CLP e CAF-CLP incubadas com
ibuprofeno estdo sobrepostas, apresentando, assim, valores de Emaxda PE similares
(Figuras 29C, D e E). Em outras palavras, a incubagdo com ibuprofeno foi capaz de
reduzir os valores de Emax da PE do grupo CLP a um nivel similar aos valores obtidos
para o grupo CAF-CLP (Figura 29D). Portanto, € possivel concluir que a atividade de
COX esta envolvida na hiporresponsividade aértica a PE do grupo CAF-CLP. No
entanto, diferente do que era esperado, esse envolvimento ndo parece ser mediado
por um aumento na producao de prostandides vasodilatadores, mas, possivelmente,

por um prejuizo na producéo de prostanoides vasoconstritores.
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Figura 29. Efeito da inibigdo nao-seletiva da enzima COX na contragao vascular induzida por PE
em anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a
contracao induzida por PE para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de aortas incubados ou
nao com Ibuprofeno. (C) Sobreposicao dos resultados encontrados para os grupos CLP e CAF-CLP na
presenga e na auséncia de Ibuprofeno. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax e
poténcia da PE obtida para um n de 9-11 preparagées independentes. $ p<0,05 em relagdo ao grupo
CLP (Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

Com intuito de confirmar os resultados obtidos no estudo funcional com
ibuprofeno, nés analisamos, através da técnica de imunofluorescéncia, a localizagéo
in situ da COX-2, bem como possiveis diferengas na imunomarcacao em aortas dos
grupos CLP e CAF-CLP. De acordo com os nossos resultados, a COX-2 esta presente
em todas as camadas vasculares (intima, média e adventicia) das aortas de ambos
os grupos (Figuras 30A e B). No entanto, de maneira surpreendente, foi observado
um aumento significativo na intensidade de fluorescéncia emitida pela imunomarcacgéao
da COX-2, nas camadas intima e média, do grupo CAF-CLP, em comparagao com o

grupo CLP (Figura 30C). Esse aumento nas camadas, individualmente, acabou
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refletindo na média geral de todas as camadas vasculares, cuja intensidade de
fluorescéncia emitida pela imunomarcagdo de COX-2 mostrou uma tendéncia de
aumento no grupo CAF-CLP, quando comparado ao grupo CLP (Figura 30C).
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Figura 30: Imunodetec¢ido da COX-2 em aortas dos grupos CLP e CAF-CLP, com a quantificagao
da intensidade de fluorescéncia nas diferentes camadas vasculares. (A) e (B) Imagens
representativas (obtidas no aumento de 40X) da imunomarcag¢ao da COX-2 em aortas dos grupos CLP
e CAF-CLP, respectivamente. As setas brancas indicam a camada intima; os tragos vermelhos indicam
a camada média; e as setas amarelas indicam a camada adventicia. (C) Cada barra representa a média
+ EPM da intensidade de fluorescéncia, expressa em unidades arbitrarias, emitida pela imunomarcacéao

da COX-2 obtida para n=5 preparagdes diferentes de cada grupo experimental.

5.5.1.5. Investigacao do envolvimento do peréxido de hidrogénio (H203)
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Além do NO, o endotélio é capaz de produzir o H202, que, dependendo de sua
concentracdo, pode desencadear tanto a vasoconstricdo, quanto a vasodilatagao.
Baseados nesta informacdo, decidimos avaliar se o H202 estaria envolvido na
hiporreatividade vascular a PE observada no grupo CAF-CLP. Com base nos nossos
resultados, a incubacdo com catalase n&o alterou significativamente o perfil de
contragcdo da PE em ambos os grupos, CLP e CAF-CLP (Figuras 31A e B). Deste
modo, a diferencga significativa nos valores de Emax da PE existente entre eles persistiu
apos a incubacgao prévia com catalase (Figuras 31C e D), ndo sendo verificadas
também alteragdes nos valores de poténcia desse vasoconstritor (Figura 31E). Esses
achados, portanto, indicam que o H202 n&o participa da hiporresponsividade vascular

a PE observada nas aortas dos animais do grupo CAF-CLP.
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Figura 31. Efeito da Catalase, enzima que catalisa a decomposi¢do do H.O., na contragido
vascular induzida por PE em anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragédo-
resposta ilustram a contracdo induzida por PE para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de
aortas incubados ou ndo com Catalase. (C) Sobreposigédo dos resultados encontrados para os grupos
CLP e CAF-CLP na presencga e na auséncia de Catalase. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos
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valores de Emax e poténcia da PE obtida para um n de 6-11 preparacdes independentes. $ p<0,05 em
relacdo ao grupo CLP; * p<0,05 em relagédo ao grupo CLP Catalase (Two-way ANOVA seguido do pos-
teste de Holm-Sidak).

5.5.1.6. Investigacao da participacao do sistema renina-angiotensina

Considerando que a atividade do sistema renina-angiotensina tem sido
relacionada as alteragdes vasculares que ocorrem em quadros de obesidade e sepse,
ndés buscamos avaliar se o sistema renina-angiotensina estaria envolvido na
hiporresponsividade adrtica verificada no grupo CAF-CLP. Em relagéo ao grupo CLP,
por sua vez, a incubagao com captopril reduziu, de maneira significativa, os valores
de poténcia da PE (Figura 32A e E), ndo sendo verificadas alteracées nos valores de
Emax desse vasoconstritor (Figura 32D). Ja, no grupo CAF-CLP, a incubacdo com
captopril ndo alterou significativamente a contracao vascular a PE (Figura 32B). Sendo
assim, como nao houve alteragbes nos valores Emax da PE dos dois grupos, a
diferencga significativa de Emax da PE existente entre eles persistiu apds a incubagéao
com captopril (Figuras 32C e D). Além disso, as curvas cumulativas concentragao-
resposta para PE de ambos os grupos permaneceram nao sobrepostas apds a
exposicao a esse inibidor (Figura 32C), sugerindo, deste modo, que o sistema-renina
angiotensina local ndo esta envolvido na hiporresponsividade vascular a PE
observada no grupo CAF-CLP.
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Figura 32. Efeito da inibicdo da ECA na contragdo vascular induzida por PE em anéis de aortas
dos grupos experimentais. As curvas concentragao-resposta ilustram a contragdo induzida por PE
para os grupos CLP (A) e CAF-CLP (B) em anéis de aortas incubados ou ndao com Captopril. (C)
Sobreposicao dos resultados encontrados para os grupos CLP e CAF-CLP na presenca e na auséncia
de Captopril. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax e poténcia da PE obtida para um
n de 7-11 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagdo ao grupo CLP; * p<0,05 em relagéo ao
grupo CLP Captopril (Two-way ANOVA seguido do pés-teste de Holm-Sidak).

5.5.1.7. Investigacdo do envolvimento dos canais para calcio (Ca?*)

Tendo em vista que, diferentemente do NO, outros mediadores vasodilatadores
endoteliais ndo estado envolvidos na hiporresponsividade vascular a PE no grupo CAF-
CLP e que a via de sinalizagdo contratil parece estar prejudicada e, deste modo,
contribuindo ativamente com essa resposta vascular, nés decidimos investigar se
estaria ocorrendo alguma alteragéo na fungédo dos canais para Ca®* nas aortas dos
animais do grupo CAF-CLP. Os resultados mostraram que a resposta de relaxamento
vascular induzida pelo bloqueio dos canais para Ca?* foi similar entre os grupos CLP
e CAF-CLP (Figura 33A), ndo sendo verificada diferenca significativa nos valores de

poténcia e Emax do Verapamil entre os grupos (Figura 33B e C). Logo, esses achados
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demonstram que a hiporresponsividade vascular a PE no grupo CAF-CLP nao envolve

alteragdes de funcionamento dos canais para Ca?*.
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Figura 33: Relaxamento induzido pelo bloqueio dos canais para Ca?* nas aortas dos grupos
experimentais. (A) As curvas concentragao-resposta ilustram o relaxamento induzido pelo Verapamil
em anéis de aortas dos grupos CLP e CAF-CLP pré-contraidos com KCI (30 mmol/L). (B) e (C) Cada
barra a média + EPM dos valores de Emaxe poténcia da PE obtida para n preparagdes independentes
(CLP: n=8; CAF-CLP: n=10).
5.6. Avaliacao da morbimortalidade apés o segundo desafio infeccioso

Como mostrado na figura 34A, ambos os grupos, CLP e CAF-CLP,
apresentaram uma diminuicdo do peso corporal nos dois primeiros dias apds a
infeccdo intranasal com Aspergillus fumigatus. No entanto, essa redugao do peso
corporal foi significativamente menor no grupo CAF-CLP, de modo que no quarto dia
apos a infecgao, quando ja estao restabelecendo o peso corporal, a porcentagem de
peso corporal do grupo CAF-CLP se mostra significativamente maior que a do grupo
CLP. Essa diferenga entre os grupos fica ainda mais evidente na figura 34B, que
demonstra que a area sobre a curva (AUC) da variagao temporal do peso corporal do
grupo CAF-CLP é significativamente maior que a do grupo CLP, o que sugere,
portanto, que a diminui¢cdo do peso corporal nos 7 dias apds a infecgao foi maior no

grupo CLP que no grupo CAF-CLP.

Os achados obtidos para o peso corporal corroboram com os obtidos para a
sobrevida, uma vez que, como pode ser visualizado na figura 34C, ndo houve
diferenga significativa na sobrevida a infeccdo com Aspergillus fumigatus entre os
grupos CLP e CAF-CLP. Contudo, os animais do grupo CLP (Sobrevida: 66,7%)
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by

parecem apresentar uma tendéncia menor de sobrevida a um quadro infeccioso
secundario, quando comparado aos animais do grupo CAF-CLP (Sobrevida: 80%).
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Figura 34: Avaliagcao da morbimortalidade apés um segundo desafio infeccioso com Aspergillus
fumigatus. (A) Variagdo de peso corporal (percentual) obtida, durante os 7 dias apos a infecgao, para
um n de 5 (CAF-CLP) ou 6 (CLP) animais de cada grupo experimental. (B) Area sobre a curva da
variagao temporal do peso corporal obtida para um n de 5 (CAF-CLP) ou 6 (CLP) animais de cada
grupo experimental. (C) Curva comparativa do percentual de sobrevida obtida para um n de 5 (CAF-
CLP) ou 6 (CLP) animais de cada grupo experimental. Os dados s&o expressos como a média + EPM.
$ p<0,05 em relagao ao grupo CLP (A: Two-way ANOVA seguido do pds-teste de Holm-Sidak; B: teste
t de Student).
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6. DISCUSSAO

Durante as ultimas décadas, a prevaléncia mundial da obesidade aumentou
significativamente, sobretudo, nos paises ocidentais, onde a sepse se destaca como
uma das principais causas de morte (Cava et al., 2020; De La Rica et al., 2016). Logo,
a coexisténcia de ambas as condigdes tem se tornado cada vez mais frequente na
pratica clinica, o que tem impulsionado a realizacdo de estudos que buscam
desvendar os efeitos potenciais da obesidade no prognostico da sepse (Kolyva et al.,
2014). Com tal finalidade, os estudos publicados mais recentemente tém utilizado
modelos murinos de obesidade induzida por dieta, que sdo capazes de reproduzir a
causa mais comum de obesidade em humanos: os desequilibrios alimentares (Cichon
et al., 2021; C. Li et al., 2021; Martins et al., 2022; Su et al., 2021; Yeh et al., 2022).
Na maioria desses estudos, os animais sdo expostos a dieta rica em lipideos (em
inglés, high-fat diet), que € reconhecida por promover alteragdes fisiopatologicas
associadas a obesidade, tais como: aumento do peso e da adiposidade corporal,
desordens metabdlicas e complicagbes cardiovasculares (de Moura e Dias et al.,
2021; Matias et al., 2018).

Alteracgoes fisiopatologicas similares também tém sido descritas para animais
expostos a dieta de cafeteria (dos Reis Costa et al., 2022). Contudo, esse tipo de
intervencao dietética vem sendo considerada um modelo mais robusto de obesidade
induzida por dieta, uma vez que: reflete a variedade de alimentos altamente palataveis
e caldricos presentes na dieta ocidental; promove a obesidade e as desordens
metabdlicas a ela associadas de maneira mais eficiente que as tradicionais dietas
ricas em lipideos; e envolve a alimentacdo hedbnica, que consiste em
comportamentos alimentares desregulados desencadeados por respostas
neuroadaptativas de prazer e recompensa, que sao comuns em algumas formas de
obesidade humana (Bortolin et al., 2018; Sampey et al., 2011; Shafat et al., 2009).
Considerando esses fatores e que, até o momento, a dieta de cafeteria ndo tem sido
utilizada como ferramenta de estudo para avaliar o impacto da obesidade no
prognéstico da sepse, nds escolhemos essa abordagem dietética como modelo

experimental de indugdo da obesidade.

Apesar do impacto a longo prazo da ingestao de dietas hipercaldricas ser bem

estabelecido, estudos demonstram que essas dietas também sao capazes de
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provocar respostas fisiolégicas e metabolicas imediatas. Lahav et al. (2021)
verificaram que a ingestdo de dieta high-fat por um curto prazo de tempo (3 dias)
provocou ganho significativo de peso corporal, acompanhado por aumento dos tecidos
adiposos epididimais, da glicemia em jejum e dos niveis de colesterol total (Lahav et
al., 2021). Em um outro estudo, Oliveira et al. (2012) demonstraram que, embora nao
tenham apresentado ganho de peso corporal, animais que receberam dieta rica em
carboidratos refinados (em inglés, high carbohydrate diet) exibiram, ja no 1° dia apos
o inicio da dieta, um aumento significativo da adiposidade visceral e dos niveis séricos
de glicose, colesterol e triglicerideos (Marina C. Oliveira et al., 2013). Além disso,
esses animais apresentaram intolerancia oral a glicose na 1° semana apos o inicio da

dieta, que permaneceu até a 12° semana de dieta.

Em relagdo a dieta de cafeteria, poucos sdo os estudos publicados que
demonstram os efeitos da ingestdo dessa a dieta a curto prazo. Rodriguez et al. (2012)
demonstraram que ratos alimentados com dieta de cafeteria, por 2 semanas,
apresentaram aumento significativo do consumo alimentar calérico, que foi associado
ao aumento do peso corporal, da adiposidade visceral e, consequentemente, do indice
de adiposidade (Rodriguez et al., 2004). De maneira similar, em um estudo publicado
recentemente, dos Reis Costa et al. (2022) observaram que, em camundongos
alimentados com dieta de cafeteria, houve um aumento significativo do consumo
calorico alimentar e do ganho de peso corporal a partir da 1° semana de dieta e
permaneceu até a 4° semana. Nessa semana final do periodo experimental, os
autores também verificaram um aumento significativo do indice de adiposidade, da
area dos adipdcitos epididimais e dos niveis séricos de glicose, triglicerideos e
colesterol total, bem como a ocorréncia de intolerancia oral a glicose (dos Reis Costa
et al., 2022).

Corroborando os achados dos estudos prévios, nossos resultados mostraram
que camundongos alimentados com dieta de cafeteria apresentaram, a partir do 3°
dia de dieta, um ganho de peso corporal significativamente maior que camundongos
que receberam dieta padrdo, o que permaneceu até o 14° dia de dieta. Esse ganho
de peso corporal foi associado ao aumento significativo do indice de adiposidade dos
animais que receberam dieta de cafeteria, o que, no entanto, ndo foi acompanhado

por um aumento da area dos adipdcitos epididimais. A auséncia de diferenca na area
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dos adipdcitos entre os grupos controle e CAF, possivelmente, se deve a uma
limitagdo metodologica, uma vez que, na obesidade, a expansao dos tecidos adiposos
ocorre tanto em tamanho (hipertrofia), como em numero (hiperplasia). Logo, a analise
quantitativa da area dos adipécitos, como a que foi realizada, nao inclui a contagem
do numero de adipdcitos por campo analisado. Além disso, quando ha um aumento
do tamanho e numero de adipdcito teciduais, mudangas na area média geral podem
passar despercebidas. Sendo assim, com intuito de confirmar os resultados obtidos,
analises futuras, que permitam quantificar a frequéncia de distribuicao das mudancas
de tamanho e numero dos adipécitos, como a descrita por Parlee et al. (2014), se
fazem necessarias (Parlee et al., 2014).

De maneira distinta ao que foi observado nos estudos prévios, os camundongos
alimentados com dieta de cafeteria por 2 semanas n&o desenvolveram intolerancia
oral a glicose. Esse achado pode estar relacionado ao curto tempo de dieta, uma vez
que dos Reis Costa et al. (2022) observaram intolerancia oral a glicose em
camundongos da mesma linhagem alimentados com dieta de cafeteria por 4 semanas
(dos Reis Costa et al., 2022). Apesar da tolerancia oral a glicose ser considerada uma
mudanc¢a metabdlica tipica da obesidade, ndo podemos desconsiderar a ocorréncia
da obesidade nos animais no periodo de 14 dias apds o inicio da dieta, ou seja,
previamente a sepse. Atualmente, ndo existe um marcador especifico ou um
consenso na literatura para definir a presencga ou a auséncia de obesidade em ratos
ou camundongos. Contudo, a maioria dos estudos ja publicados consideram as
diferengas no ganho de peso corporal e no indice de adiposidade como os principais
parametros para determinar o desenvolvimento da obesidade (de Moura e Dias et al.,
2021; Leopoldo et al., 2016; Matias et al., 2018; Svensson et al., 1996). Portanto, o
aumento significativo no ganho de peso corporal e no indice de adiposidade verificado
nos camundongos alimentados com dieta de cafeteria por 14 dias ja indica a

ocorréncia de obesidade previamente a inducao da sepse.

Com o aumento da adiposidade visceral nos camundongos que receberam
dieta de cafeteria, fica evidente que o tecido adiposo € um componente dinamico e
modificavel, que, portanto, pode sofrer um processo de remodelamento, em que a
morfologia dos adipdcitos é alterada, quando homeostase metabdlica é fortemente
perturbada (Marques & Langouche, 2013; Parlee et al., 2014). Em modelos murinos,
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independente da dieta ingerida, o estado hipercatabdlico produzido pela sepse é
caracterizado por uma redugado do peso corporal e das massas magra e gorda. A
diminuicdo da massa gorda € associada com uma redu¢gédo no tamanho médio dos
adipdcitos dos depdsitos de tecido adiposo subcutaneo, epididimal e renal (Crowell et
al., 2017; Marques et al., 2013).

Um estudo realizado por Frydrych et al. (2019) mostrou que camundongos que
foram alimentados com dieta padrdo ou com dieta high-fat apresentaram uma rapida
perda de peso corporal apos a indugédo da sepse (Frydrych et al., 2019). Contudo,
essa perda de peso corporal foi significativamente maior no grupo que recebeu dieta
high-fat comparado ao grupo que recebeu dieta padrdo. Além disso, os animais que
receberam dieta padrao comegaram a ganhar peso no 7° dia apds a indugao da sepse,
de modo que, no 28° dia, ja haviam recuperado todo o peso corporal perdido. Os
animais que receberam dieta high-fat, no entanto, comegaram a ganhar peso no 18°
dia apds a inducdo da sepse, porém, diferente dos animais que receberam dieta
padrdo, ndo conseguiram recuperar todo o peso corporal perdido até o 28° dia. Os
autores ainda ressaltam que esse padrao de resposta foi similar nos animais sham
(Frydrych et al., 2019).

De maneira semelhante ao que foi verificado por Frydrych et al. (2019), os
grupos CLP e CAF-CLP apresentaram, no presente estudo, uma rapida perda de peso
corporal apds a indugdo da sepse (Frydrych et al., 2019). Apesar dessa perda de peso
corporal ndo ter sido significativamente distinta entre os grupos, o grupo CAF-CLP,
diferente do grupo CLP, ndo conseguiu, até o 14° dia, recuperar o peso corporal
perdido. Frydrych et al. (2019) sugerem que essa dificuldade em recuperar o peso
corporal no grupo que recebeu dieta hipercal6rica se deve a uma limitada reserva
fisiolégica, que consiste na capacidade de uma célula, tecido ou sistema organico
responder a situagdes de estresse fisioldgico (Frydrych et al., 2019). Os grupos
controle e CAF também perderam peso corporal apds a laparotomia ventral, contudo
ambos 0s grupos conseguiram reestabelecer o peso corporal até o 14° dia apos o
procedimento cirirgico. E valido salientar que os grupos CLP e CAF-CLP
apresentaram uma tendéncia de perda de peso corporal maior que os grupos controle
e CAF, respectivamente. Corroborando o que ja foi descrito na literatura, essa
tendéncia de perda de peso corporal nos grupos CLP e CAF-CLP foi associada a uma
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reducao da area média dos adipécitos e, consequentemente, do indice de adiposidade
(Crowell et al., 2017). Logo, apesar do ganho de peso corporal apos a fase aguda da
sepse, os grupos CLP e CAF-CLP apresentaram o indice de adiposidade e a area
média dos adipdcitos significativamente diminuidas em relagéo aos grupos controle e
CAF, respectivamente. Contudo, tanto o indice de adiposidade, quanto a area meédia
dos adipdcitos permaneceram aumentados no grupo CAF-CLP em relagdo ao grupo
CLP, indicando que o grupo CAF-CLP permaneceu obeso em relagao ao grupo CLP.
Possivelmente isso se deve a ingestdo calérica dos animais que continuou
significativamente aumentada no grupo CAF-CLP comparado ao grupo CLP apds a

inducéo da sepse.

Além de ser um importante estoque de gordura, o tecido adiposo é capaz de
sintetizar uma variedade de moléculas de sinalizagdo, as adipocinas, que estao
envolvidas em diversos processos fisiologicos e fisiopatoldgicos, como na regulagéo
do metabolismo da glicose e de lipideos, do gasto enérgico, da ingestao alimentar e
das respostas imunes (Francisco et al., 2018; Vankrunkelsven et al., 2022). Logo,
quando a homeostase metabdlica é perturbada, ndo s6 a morfologia, mas também as
funcdes basais dos adipdcitos, relacionadas a sintese das adipocinas, sao alteradas.
Isso fica claro no estudo de Hillenbrand et al. (2016), os quais observaram que 0s
niveis de adipocinas sdo nitidamente modificados durante a sepse quando
comparados aos niveis pré-sépticos (Hillenbrand et al., 2016). Embora ainda nao
sejam conclusivos, estudos tém demonstrado que os niveis séricos de leptina,
resistina e quemerina - que sdo adipocinas com caracteristicas pro-inflamatérias -
aumentam durante a fase aguda da sepse e tendem a reduzir significativamente apds
a essa fase (Karampela et al., 2022; Loosen et al., 2019; Ulusoy et al., 2021). De
maneira distinta, os niveis circulantes de adiponectina, que apresenta caracteristica
anti-inflamatéria, parecem ser significativamente reduzidos durante a sepse e também

normalizados apds essa fase (Hillenbrand et al., 2016; Loosen et al., 2019).

No presente estudo, n6s ndo observamos diferenga significativa nos niveis
circulantes de adiponectina e quemerina entre os grupos experimentais, o que
corrobora os achados de estudos prévios que demonstram que os niveis das
adipocinas tendem a ser normalizados apos a fase aguda da sepse. Contudo, a
auséncia de diferenga nao era esperada na comparagao dos niveis de adiponectina
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entre os grupos que foram alimentados com dieta padrdo com os que foram
alimentados com dieta de cafeteria, uma vez que a obesidade induzida por essa
intervengao dietética promove aumento dos niveis de adiponectina (Pérez-Matute et
al., 2007). Em relacao a leptina, nés verificamos aumento significativo de seus niveis
séricos no grupo CLP comparado ao grupo controle, demonstrando que os niveis
dessa adipocina aumentaram durante a fase aguda da sepse, porém, diferente do
descrito na literatura, permaneceram elevados apds essa fase. Bornstein et al. (1998)
sugerem que esse aumento persistente dos niveis de leptina poderia estar relacionado
a um papel importante desempenhado por essa adipocina em individuos
sobreviventes a sepse, o qual deve ser melhor investigado (Bornstein et al., 1998).
Como esperado para o efeito da dieta de cafeteria, os niveis de leptina foram
significativamente aumentados nos grupos CAF e CAF-CLP comparados aos grupos
controle e CLP, respectivamente (MacEdo et al., 2012). No entanto, o grupo CAF-CLP
mostrou niveis de leptina reduzidos em relagdo ao grupo CAF, o que pode estar
associado a reducao da adiposidade visceral verificada no grupo CAF-CLP apds a
inducdo da sepse. Por fim, em relagdo a resistina, nés observamos diminui¢cao
significativa de seus niveis no grupo CLP, o que n&o ocorreu no grupo CAF-CLP. Esse
achado difere do que foi descrito em estudos prévios, uma vez que essa redugao dos
niveis de resistina pode ter ocorrido durante a fase aguda da sepse e persistido apos
essa fase. Porém, vale ressaltar que somente niveis elevados de resistina tem sido

associados a um prejuizo no prognostico da sepse (Bonenfant et al., 2022).

Considerando a sua importancia na regulagao do metabolismo da glicose e dos
lipideos, € légico assumir que as alteragbes nos niveis das adipocinas séao
acompanhadas por alteragdes nos niveis glicémicos e lipidicos. No entanto, até o
momento, poucos estudos que avaliam os perfis glicémicos e lipidicos de
sobreviventes a sepse foram publicados. Em relacdo as alteragbes glicémicas
observadas apos a indugao da sepse, existem dois principais estagios: um estagio
inicial, denominado hiperdindmico e hipermetabdlico, que € caracterizado por
hiperglicemia e sensibilidade reduzida a insulina; e um estagio mais tardio,
denominado hipodindmico e hipometabdlico, que € caracterizado por hipoglicemia,
insensibilidade a insulina e auséncia de tolerancia oral a glicose (Ferreira et al., 2017).
Apesar dessas alteragdes no metabolismo da glicose durante a sepse, 0s niveis

glicémicos tendem a ser normalizados nos sobreviventes a sepse, uma vez que as
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variagdes na glicemia se mostraram maiores e mais frequentes em pacientes que nao
sobrevivem a sepse do que em pacientes que sobrevivem (Szrama et al., 2009). J3,
em relagdo ao perfil lipidico, os niveis de colesterol e triglicerideos tendem a ser
reduzidos durante a sepse e esse grau de redugao esta diretamente relacionado a
severidade da sepse. Ademais, estudos vem demonstrando que a hipocolesterolemia
€ persistente e pode se estender para até quatro semanas apos o episodio da sepse
(Delirrad et al., 2020; Laudanski, 2021).

Neste estudo, nds ndo verificamos diferengas significativas no perfil glicémico
e na glicemia em jejum entre os grupos experimentais, demonstrando que possiveis
variagdes glicémicas que ocorreram nos grupos CLP e CAF-CLP durante a fase aguda
da sepse foram normalizadas apds essa fase. Entretanto, esses achados nao eram
esperados na comparagao entre os grupos alimentados com dieta padrao e os grupos
alimentados com dieta de cafeteria, uma vez que a obesidade induzida por essa
abordagem dietética é capaz de promover intolerancia oral a glicose e hiperglicemia
(dos Reis Costa et al., 2022; Rodriguez et al., 2004). Em relagéo ao perfil lipidico,
como esperado, somente os grupos CAF e CAF-CLP apresentaram aumento dos
niveis séricos de colesterol total comparados aos grupos controle e CLP,
respectivamente, o que sugere que possiveis alteragdes nos niveis de colesterol
durante sepse foram normalizadas (dos Reis Costa et al., 2022; Rodriguez et al.,
2004). Contudo, os niveis de triglicerideos se mostraram significativamente
aumentados no grupo CLP comparado ao grupo controle, o que né&o foi verificado
entre os grupos CAF e CAF-CLP, demonstrando que, possivelmente, o aumento dos
niveis de triglicerideos durante a fase aguda da sepse nao foi normalizado no grupo
CLP.

Resultados obtidos de estudos clinicos e pré-clinicos ainda sao controversos
quanto os efeitos da obesidade na gravidade e progressédo da sepse. Kaplan et al.
(2016) mostraram que camundongos alimentados com dieta high-fat, por 6-7
semanas, apresentavam reduc¢ao no tempo e probabilidade de sobrevivéncia, apds a
inducdo da sepse, em comparagdo com os camundongos alimentados com dieta
padrao (Kaplan et al., 2016). De modo similar, em um estudo de coorte retrospectivo,

Papadimitriou-Olivgeris et al. (2016) observaram que pacientes obesos, quando
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admitidos na UTI devido a um quadro de sepse, apresentavam taxas de mortalidade
maiores comparados aos pacientes nao obesos (Papadimitriou-Olivgeris et al., 2016).

De maneira distinta, Siegl et al. (2014) verificaram que camundongos
alimentados com dieta high-fat, por 12 semanas, tiveram um aumento significativo no
tempo e na probabilidade de sobrevivéncia em relagdo aos camundongos alimentados
com dieta padrao. Associado a essa melhora, os autores observaram, 24 horas apos
a indugao dessa condigdo, um aumento significativo do numero de neutrdéfilos nos
animais high-fat em comparagdo com os animais dieta padrdo. Esses achados
levaram os autores a sugerir que, possivelmente, os neutrofilos tém um papel-chave
na melhora da severidade e progressdo da sepse nos animais high-fat (Siegl et al.,
2014). O papel protetor da obesidade também foi descrito por Prescott et al. (2014),
0s quais, através de um estudo de coorte retrospectivo, verificaram que a obesidade
reduziu a mortalidade, a curto e longo prazos, em pacientes que foram hospitalizados

ap6s um quadro de sepse (Prescott et al., 2014).

Sabendo dessa controvérsia existente entre os achados da literatura, nos
decidimos verificar a morbimortalidade dos animais experimentais, buscando
entender qual o impacto da obesidade induzida pela dieta de cafeteria na severidade
e progressdao da sepse. Contrariando os achados de estudos prévios, nossos
resultados demonstraram que a obesidade induzida pela dieta de cafeteria nao
influencia no tempo e na probabilidade de sobrevivéncia a sepse, uma vez ambos 0s
grupos, CLP e CAF-CLP, apresentaram percentuais de mortalidade similares. Os
nossos resultados corroboram os achados de um estudo de coorte retrospectivo
recentemente publicado por Tay-Lasso et al. (2022), que observaram que pacientes
considerados obesos (IMC: 230 kg/m?), admitidos, no hospital, com complicagdes
desencadeadas por um quadro de sepse, tem um risco de mortalidade similar quando
comparados a pacientes considerados magros (IMC: <30 kg/m?) (Tay-Lasso et al.,
2022).

A obesidade induzida pela dieta de cafeteria também mostrou nao influenciar
na gravidade da sepse, ja que as variagbes temporais das pontuagdes do escore
clinico foram similares entre os grupos CLP e CAF-CLP, ocorrendo uma piora dos
sinais clinicos no 1° dia apos a indugéo da sepse e significativa melhora desses sinais
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no 2° e 3° dias, o que persistiu até o 14° dia. Apesar dessa auséncia de diferenca
entre os grupos, o escore clinico do grupo CLP se manteve significativamente
aumentado, até o 3° dia apds a indugao da sepse, comparado ao do grupo controle,
0 que nao foi observado para o grupo CAF-CLP quando comparado ao grupo CAF.
Isso sugere que, embora a severidade da sepse seja similar entre os grupos, o grupo
CAF-CLP parece ter um tempo de recuperagdo menor que o do grupo CLP. Assim
como escore clinico, a contagem total de leucécitos também foi utilizada para
avaliacido da severidade da sepse nos animais experimentais. De maneira similar aos
resultados obtidos no escore clinico, a contagem de leucdcitos circulantes,
particularmente representada pelos neutrofilos, se mostrou significativamente
aumentada em ambos os grupos CLP e CAF-CLP, quando comparados aos grupos
controle e CAF, respectivamente. Esses achados demonstram que o aumento do
numero de neutrdéfilos que, possivelmente, ocorreu na fase aguda da sepse persistiu
nos animais do grupo CLP e CAF-CLP, o que ressalta a importancia dessas células

na sobrevivéncia a sepse, conforme previamente sugerido por Siegl et al. (2022).

Uma vez que a obesidade induzida por dieta de cafeteria ndo influencia
significativamente na morbimortalidade a sepse, nés nos questionamos se ela poderia
impactar nas respostas cardiovasculares de animais sobreviventes a sepse. Em um
estudo de coorte de base populacional recentemente publicado, Angriman et al.
(2022) verificaram que adultos sobreviventes a sepse apresentavam maior incidéncia
de complicagbes cardiovasculares (Angriman et al., 2022). Esses achados séao
consistentes com os ja descritos em uma série de outros estudos prévios que, em
geral, vem destacando a existéncia de uma potencial associagédo entre a sepse e a
ocorréncia de eventos cardiovasculares adversos (Jafarzadeh et al., 2016; Ou et al.,
2016; M. H. Wu et al., 2019; Yende et al., 2014). Logo, a sepse tem demonstrado ser
um fator de risco importante para o desenvolvimento e progressdo das DCVs a longo
prazo. Dentre as desordens cardiovasculares mais comuns observadas em individuos
sobreviventes a sepse estdo: infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca
congestiva, acidente vascular encefalico, arritmias ventriculares e morte cardiaca
subita (Kosyakovsky et al., 2021; Ou et al., 2016).

Apesar do conhecimento da associacdo entre sepse e complicagcbes
cardiovasculares subsequentes, pouco ainda se sabe sobre essas desordens
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cardiovasculares em modelos animais. Em relacdo as caracteristicas estruturais
cardiacas, n0s observamos uma reducgéo significativa do peso dos coragdes de
camundongos do grupo CLP, quando comparado ao do grupo controle. Esses
achados corroboram os ja descritos por Busch et al. (2021), os quais verificaram que,
quatro dias apos a indugéo da sepse, o0 peso dos coragdes de camundongos sépticos
se mostrava significativamente reduzido em relagdo aos de camundongos sham,
levando-os a propor a ocorréncia de atrofia cardiaca desencadeada pela sepse
(Busch et al., 2021). Isso, no entanto, parece nao ocorrer nos coragbes de
camundongos alimentados com dieta de cafeteria e sobreviventes a sepse, uma vez
que o peso dos coragdes dos animais do grupo CAF-CLP foi significativamente maior
quando comparado ao do grupo CLP, aumento esse que também foi observado no
grupo CAF, quando comparado ao grupo controle. Logo, nossos resultados sugerem
que a atrofia cardiaca desencadeada pela sepse ndo ocorreu nos animais do grupo
CAF-CLP, o que possivelmente se deve a uma hipertrofia cardiaca ocasionada pela
obesidade induzida pela dieta de cafeteria. A fim de confirmar esses resultados,
maiores estudos, avaliando o numero e a area dos cardiomiocitos, se fazem
necessarios, ja que nenhuma alteragdo na deposicdo de colageno na matriz

extracelular foi verificada entre os grupos experimentais.

Além das caracteristicas estruturais cardiacas, nés também investigamos a
atividade elétrica dos coragbes dos animais experimentais. Nossos resultados
demonstraram um encurtamento do complexo QRS e dos intervalos PR e QTc no
grupo CLP, quando comparado ao grupo controle. Esses resultados sugerem a
ocorréncia de uma diminuicdo da sistole eletrocardiaca, que foi, primeiramente,
descrita por Breijo-Marquez (2008), sendo caracterizada por uma estimulagao
atrioventricular acelerada associada a uma repolarizacdo ventricular precoce e
encurtada (Breijo-Marquez, 2008). De acordo com esse autor, a denominagao
“diminuicao da sistole eletrocardiaca” advém do fato de que, em muitos estudos, a
sistole elétrica cardiaca é considerada como o periodo que se inicia no ramo
ascendente da onda P (que representa o inicio da despolarizagao atrial) e termina no
ramo descendente da onda T (que representa o final da repolarizagao ventricular), até
atingir o tragado da linha isoelétrica do eletrocardiograma (R. Breijo-Marquez, 2021).
Esse tipo de padrao eletrocardiografico, em que ha o encurtamento do intervalo PR

ao lado do encurtamento do intervalo QTc, pode ser ou ndo acompanhado de
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sintomas, dentre os quais destacam-se: sincopes (perda total da consciéncia),
taquicardia, fibrilagdo ventricular ou mesmo morte subita (Breijo-Marquez, 2008; R.
Breijo-Marquez, 2021). A propésito, nossos resultados demonstraram uma tendéncia
de aumento da frequéncia cardiaca no grupo CLP, o que € um indicativo da ocorréncia

de taquicardia nos animais desse grupo.

De maneira distinta ao grupo CLP, o grupo CAF-CLP nado apresentou
encurtamento dos intervalos PR e QTc, sendo verificado somente um encurtamento
do complexo QRS, o que parece ser um efeito da obesidade, uma vez que o grupo
CAF apresentou um encurtamento de QRS similar. Além do encurtamento do
complexo QRS, o grupo CAF-CLP apresentou uma redugao da frequéncia cardiaca,
0 que também parece ser um efeito da obesidade induzida pela dieta de cafeteria, ja
que o grupo CAF mostrou uma diminuigao similar. O estreitamento do complexo QRS,
na auséncia de aumento da frequéncia cardiaca, sugere um aumento da condugéo
ventricular, que, normalmente, tem origens supraventriculares ou no feixe de His (Gun
Song, 2022). Esse perfil pode propiciar o surgimento de arritmias de entrada ou
arritmias desencadeadas pelo Ca?' diastdlico, como as derivadas de pos-
despolarizagbes atrasadas (em inglés, delayed afterdespolarizations (DADs))
(Wehrens, 2007). Contudo, para saber a origem do encurtamento do complexo QRS,
maiores informagdes, sobre a eletrofisiologia celular e dindmica de Ca?* das células

cardiacas do grupo CAF-CLP, sao necessarias.

Sendo assim, em relacdo a atividade elétrica, € possivel inferir que
camundongos alimentados com dieta de cafeteria e sobreviventes a sepse nao
apresentam alteragbes significativas dos principais segmentos e ondas do
eletrocardiograma, quando comparado aos camundongos alimentados com dieta
padrao e sobreviventes a sepse. Além disso, tanto a dieta de cafeteria por si so,
quanto a sepse, provocam alteragdes que sugerem condugao acelerada cardiaca e,
no caso dos animais do grupo CLP, um aumento da frequéncia cardiaca. Essas
alteragcdes possivelmente estdo relacionadas a alteragbes autonbmicas e
inflamatorias desencadeadas por ambas, sepse e obesidade (Alamili et al., 2015;
Triggiani et al., 2017). Logo, o impacto do sistema autondmico e inflamatério sobre a

atividade elétrica cardiaca e dos cardiomidcitos precisa ser melhor elucidado.
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Uma vez que foi verificada alteragées na atividade elétrica cardiaca entre os
grupos experimentais, decidimos avaliar, entdo, como estaria a fungéo do coragéo e
dos cardiomidcitos isolados. Nossos resultados nao demonstraram alteracao
significativa nos parametros funcionais, tanto do coragao, quanto dos cardiomiécitos
isolados, entre os grupos controle e CAF. De modo semelhante, nenhuma alteragcao
significativa foi verificada nos parametros de fungéo ventricular (PDVE, dp/dt max €
dp/dtmin) entre os grupos controle e CLP. Contudo, o grupo CLP mostrou uma redugao
significativa na velocidade de contragdo dos cardiomidcitos, o que foi acompanhada
por reducio na fragdo de encurtamento e no tempo de contragdo, em comparagao ao
grupo Controle.

Estudos prévios demonstram que o prejuizo da fung¢ao cardiaca, denominada
de cardiomiopatia séptica, € uma importante complicagdo da sepse (H. Lin et al.,
2020). De maneira similar aos nossos achados, Niederbichler et al. (2006) verificaram
que os cardiomiécitos de camundongos submetidos a indugdo da sepse
apresentavam uma reducéo significativa da velocidade de contragdo, acompanhada
de uma redugado na fragdo de encurtamento e, diferentemente, de um aumento no
tempo maximo de contracdo (Niederbichler et al., 2006). Apesar de ser uma
intercorréncia comum associada a sepse, a disfuncado cardiaca € considerada um
evento agudo e potencialmente reversivel, podendo essa reversao ocorrer ainda
durante o estagio inicial da sepse (H. Lin et al., 2020). Logo, os resultados do presente
estudo demonstram que, possivelmente, o prejuizo da fungdo cardiaca, em nivel
celular, ocorreu durante a fase aguda da sepse nos animais do grupo CLP e nao foi
posteriormente revertido. Diante disso, como ja mencionado por Lv & Wang (2016), é
importante que analises mais detalhadas - avaliando a fung¢ao cardiaca antes, durante
e depois da sepse - sejam realizadas, uma vez que existe a possibilidade de que a
disfuncao cardiaca nao seja completamente reversivel em individuos sobreviventes a
sepse (Lv & Wang, 2016).

Em relacdo ao grupo CAF-CLP, por sua vez, ndés observamos aumento
significativo de todos os parametros de fungao ventricular (PDVE, dp/dt max e dp/dtmin)
e, portanto, das respostas inotropicas e lusitrépicas cardiacas, quando comparado ao
grupo CLP. Esse padrdo de resposta também foi observado para a fungdo dos
cardiomidcitos, em que as velocidades de contracéo e de relaxamento e a fragao de
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encurtamento dos cardiomiocitos do grupo CAF-CLP se mostraram significativamente
aumentadas em relagdo ao grupo CLP, sem nenhuma alteragdo observada no tempo
de contracdo e de relaxamento. O aumento das velocidades de contracdo e de
relaxamento no grupo CAF-CLP também foi significativo quando comparado ao grupo
CAF, demonstrando que as alteragdes desses parametros ndo sdo s6 um efeito da
obesidade induzida pela dieta de cafeteria, mas um efeito, em conjunto, obesidade e
da sepse. E importante ressaltar que esses achados sdo contrarios ao que era
esperado, uma vez que alguns estudos da literatura demonstraram que a obesidade,
incluindo aquela induzida em curto prazo de tempo, pode ter efeitos deletérios nos
coragdes de camundongos apds a sepse, levando ao aumento dos niveis de
marcadores inflamatorios, que poderiam agravar os danos morfoldgicos e funcionais
ja provocados pela sepse (DeMartini et al., 2017; Petroni et al., 2022; Petronilho et al.,
2016). Portanto, de maneira distinta ao que foi demonstrado por estes estudos
prévios, nossos resultados revelam que a obesidade induzida pela dieta de cafeteria
melhora, em geral, a fungdo basal intrinseca dos coragbes de camundongos

sobreviventes a sepse.

Além de analisar a funcédo contratil do ventriculo esquerdo em condicbes
basais, ndés decidimos verifica-la também apds estresse farmacoldégico com
isoprenalina. De modo contrario ao observado em condi¢cbes basais, o grupo CAF-
CLP demonstrou redugéo significativa de todos os parametros de fungéo ventricular
em comparagdo ao grupo CLP. Além desse aumento em relagao ao grupo CAF-CLP,
o grupo CLP apresentou um aumento significativo da PDVE e dp/dt max em
comparagao ao grupo controle. Logo, o grupo CAF-CLP, apesar de ter uma fungao
cardiaca aumentada em condi¢des basais, apresentam capacidade de resposta,
inotropica e lusitrépica, significativamente reduzida frente ao estimulo farmacolégico
e, quando comparado ao grupo CLP. Sendo assim, & arriscado afirmar que a
obesidade induzida por dieta de cafeteria é protetora para a funcao cardiaca dos
animais sobreviventes a sepse, uma vez que o aumento verificado da fungao cardiaca
intrinseco pode apenas ser um mecanismo fisiologico compensatorio, devido a
ativacao de sistemas neuro-humorais, induzido pela obesidade, que, apesar de serem
efetivas a curto prazo, podem desencadear consequéncias adversas a longo prazo,
que predispdem o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (Eichhorn & Bristow,
1996; Mann & Bristow, 2005).
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Associado ao prejuizo na fungéo cardiaca, ja € bem estabelecido que a sepse
provoca disfungdo vascular, que é caracterizada, no geral, por diminuicdo da
responsividade vascular a vasoconstritores clinicamente utilizados, o que é
denominado vasoplegia (Mishra & Choudhury, 2018). Em relagdo aos vasos de
condutancia, tais como a aorta e a artéria mesentérica superior, Barp et al. (2020)
observaram que, 24 horas ap0s a indugao da sepse, a resposta contratil desses vasos
a um estimulo vasoconstritor foi significativamente reduzida em ratos sépticos, quando
comparados a ratos naive (Barp et al., 2020). Esses resultados corroboram os obtidos
em outros estudos, em que hiporresponsividade vascular desencadeada pela sepse
também foi verificada nos tempos de 6, 12 e 20 horas apos a indugéo da sepse (T. C.
Peng et al., 2018; Rungsung et al., 2022; Singh et al., 2018).

Contudo, ainda ndo esta claro se essa hiporesponsividade vascular a agentes
vasoconstritores persiste ou ndo em sobreviventes a sepse. Em um estudo publicado
por Merdji et al. (2021), o prejuizo da resposta contratil a PE verificado em aortas de
animais sépticos durante a fase aguda persistiu até 90 dias apds a indugéo da sepse
(Merdji et al., 2021). P. de Souza et al. (2016), por sua vez, n&o verificaram diferenca
significativa na resposta contratii @ PE entre as aortas dos grupos controle e
sobrevivente a sepse, apds 30 e 60 dias da indugao da sepse. Contudo, no tempo de
60 dias ap6s a indugao da sepse, a resposta contratil a angiotensina Il das aortas dos
animais do grupo sobrevivente a sepse foi significativamente aumentada, em
comparagao a do grupo controle (de Souza et al., 2016). Sendo assim, apesar da
diferengca em relagcao aos resultados apresentados por estes dois estudos, ambos
demonstram que os impactos da sepse sobre a funcdo vascular podem persistir a
longo prazo, ressaltando, assim, a importéncia de estudos adicionais para entender
melhor as respostas vasculares apds a sepse.

Baseado nesses estudos, nds decidimos avaliar as respostas vasculares nos
camundongos sobreviventes a sepse e se a obesidade induzida pela dieta de cafeteria
poderia ter alguma influéncia sobre elas. De maneira similar aos achados descritos
por P. de Souza et al. (2016), nossos resultados ndao mostraram diferenca significativa
na resposta contratil induzida pela PE entre os grupos controle e CLP. Contudo, em
relacdo aos grupos CAF e CAF-CLP, nés verificamos uma redugédo significativa da
resposta contratil a PE no grupo CAF-CLP, em comparagao ao grupo CAF. Esse
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prejuizo da resposta contratil do grupo CAF-CLP ficou ainda mais evidente, quando
avaliamos, em um mesmo grafico, as curvas cumulativas concentragéo-resposta para
PE de todos os grupos experimentais, uma vez que verificamos que a resposta
contratil do grupo CAF se mostrou significativamente reduzida em relagdo ao grupo
Controle, e essa redugao foi ainda maior no grupo CAF-CLP, cuja resposta contratil
foi significativamente diminuida comparada ao grupo CLP. Logo, esses achados, em
conjunto, sugerem que a obesidade induzida pela dieta de cafeteria causou um
prejuizo na resposta contratil a PE, que foi acentuado nos animais sobreviventes a
sepse. Em outras palavras, como ja era esperado, a obesidade induzida pela dieta
cafeteria foi capaz de alterar a fungao contratil vascular dos animais sobreviventes a

sepse.

E valido salientar que, apesar das alteracdes verificadas na resposta contratil &
PE, nenhuma diferenga significativa foi observada na resposta de relaxamento
induzida pela ACh entre os grupos experimentais. Esse perfil de hiporresponsividade
vascular a PE, sem alteracdes na resposta de relaxamento a ACh, que verificamos
nos animais alimentados com dieta de cafeteria, corrobora os achados obtidos,
previamente, por dos Reis Costa et al. (2022), os quais também observaram uma
reducao da resposta contratil a PE, na auséncia de disfuncédo endotelial, em aortas de
animais alimentados com dieta de cafeteria por 4 semanas (dos Reis Costa et al.,
2022). De fato, alguns estudos vém demonstrando que as dietas hipercaloricas podem
induzir uma reducgé&o significativa na resposta contratil aortica frente a um estimulo
vasoconstritor (Battault et al., 2018; Jerez et al., 2012; Santos et al., 2017). De acordo
com Jerez et al. (2012), essa hiporresponsividade vascular poderia ser um mecanismo
compensatério adaptativo em resposta as alteragbes hemodinanimas,
particularmente, o aumento da pressao arterial, causadas pela obesidade. Esses
autores também sugerem que o estimulo produzido pelo agente vasoconstritor levaria
a uma acdo vascular neutralizadora e contraria, através da liberagdo de
vasodilatadores derivados do endotélio, o qual poderia ser considerado o principal
mediador da hiporresponsividade aortica associada a obesidade (Jerez et al., 2012).

Sabendo da importancia endotelial na hiporreatividade vascular associada a
obesidade, nos decidimos avaliar se o endotélio poderia estar envolvido na
hiporreatividade aortica verificada no grupo CAF-CLP. Os nossos resultados
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mostraram que a remog¢ao da camada endotelial foi capaz de reverter completamente
a redugcdo da resposta contrati a PE observada no grupo CAF-CLP. Logo,
corroborando o que foi descrito por Jerez et al. (2012), a camada endotelial € um
mediador essencial na hiporresponsividade adrtica em animais obesos alimentados

com dieta de cafeteria e sobreviventes a sepse (Jerez et al., 2012).

O endotélio € considerado um importante érgao enddcrino, paracrino e
autécrino, que desempenha um papel-chave na regulagao do ténus vascular, através
da liberacao de fatores que podem modular a contracéo e o relaxamento das células
musculares lisas. S&o varios os fatores vasoativos liberados pelo endotélio (Sandoo
et al., 2015; Zaborska et al., 2017). Entre os vasodilatadores, o NO merece destaque,
uma vez que tem sido descrito mediando a hiporreatividade vascular associada a

obesidade ou a sepse.

Em relacdo a obesidade, um estudo publicado por Battault et al. (2018)
demonstrou que a hiporresponsividade vascular a PE, em aortas de ratos alimentados
com dieta rica em agucares e gorduras, envolve a ativagdo da eNOS e, consequente,
producdo do NO (Battault et al., 2018). Quando produzido pela eNOS nas células
endoteliais, o NO difunde-se para as células musculares lisas, onde é capaz de
interagir diretamente com os canais para K* (Bolotina et al., 1994), hiperpolarizando a
membrana e reduzindo o influxo de Ca?*; ou ativando a GCs, que é capaz de catalisar
a reacao de conversao de guanosina-trifosfato (GTP) a guanosina 3’,5’-monofosfato
ciclico (GMPc), que atuara como segundo mensageiro na ativagdo da proteina kinase
dependente de GMP: (PKG) (Gao, 2010). A PKG fosforila uma série de residuos
protéicos que culminando com a diminuigdo dos niveis globais citoplasmaticos de
Ca?*, levando a defosforilagdo da cadeia leve da miosina e, consequentemente, a

reducao da atividade vasopressora da PE (Lincoln et al., 2001; Santos et al., 2017).

Diferente do descrito para obesidade, onde a eNOS parece ter um papel
essencial, os estudos demonstram que, na sepse, as isoformas INOS e nNOS estéo,
majoritariamente, envolvidas na hiporreatividade vascular. Korkmaz et al. (2011)
verificaram que a hiporreatividade vascular frente a um estimulo vasoconstritor, em
aortas de ratos submetidos a endotoxemia, envolvia a via de sinalizagdo mediada pelo

aumento da expressao e atividade da iINOS, levando a producdo do NO e,
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consequente, aumento das atividades de GCs e PKG, culminando com a redugéo da
responsividade vascular (Korkmaz et al., 2011). Ja, um estudo publicado por Nardi et
al. (2014), mostrou que a sepse induzia um aumento da expressdo da nNOS e da GCs
e uma alta producéo de GMPg, fatores esses que, em conjunto, poderiam explicar a

disfungdo vascular observada em ratos sépticos (Nardi et al., 2014).

Considerando, entao, a importancia da via de sinalizagao - mediada por NOS,
NO, GCs e PKG - na hiporreatividade vascular associada a obesidade ou a sepse,
nos decidimos avaliar o envolvimento dessa via na hiporreatividade vascular
observada no grupo CAF-CLP. De acordo com os nossos resultados, a redugao na
resposta contratil a PE das aortas do grupo CAF-CLP foi parcialmente revertida pela
inibicdo nao-seletiva da NOS, o que demonstra que esta enzima esta envolvida na
hiporreatividade vascular do grupo CAF-CLP. Contudo, as inibigdes seletivas da iNOS
e da nNOS néo foram capazes de restaurar a resposta contratil a PE do grupo CAF-
CLP. Logo, as isoformas iNOS e nNOS nao estdo envolvidas na hiporresponsividade
vascular a PE do grupo CAF-CLP. Esses achados foram também confirmados pela
técnica de imunofluorescéncia, em que n&o foi observada diferenca significativa na
intensidade de fluorescéncia emitida pela imunomarcacgao da iNOS e da nNOS entre
os grupos CLP e CAF-CLP.

Associado a esses resultados, a inibicdo da GCs reverteu parcialmente a
resposta contratil a PE do grupo CAF-CLP, o que nao foi observado quando houve o
bloqueio dos canais para K*. Portanto, em conjunto, esses achados nos levam a
sugerir que a hiporreatividade vascular a PE observada em aortas do grupo CAF-CLP
se deve, em parte, a ativagao da via de sinalizagdo composta por eNOS, NO e GCs.
No entanto, para confirmar o envolvimento dessa via de sinalizagdo, estudos
adicionais se fazem necessarios, em que poderiam ser avaliados: 1) a expressao e
atividade da eNOS (Battault et al.,, 2018), uma vez que as andlises de
imunofluorescéncia ndo demonstraram diferenga significativa na intensidade de
fluorescéncia emitida pela imunomarcagao da eNOS entre os grupos CLP e CAF-CLP;
e 2) os niveis de NO e GMP¢ (Nardi et al., 2014).

A atividade da eNOS pode ser dinamicamente regulada por modificagdes pds-
traducionais, que ocorrem em respostas a estimulos fisiologicos ou fisiopatoldgicos.
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Dentre essas modificacdes, a fosforilagdo protéica merece destaque, podendo a
eNOS ser fosforilada em diferentes sitios, que incluem os residuos de serina, treonina
e tirosina, que irdo definir se a enzima sera ativada ou inativada (Qian & Fulton, 2013).
Estudos tem mostrado que a proteina quinase B (Akt) - que é uma serina/treonina
quinase multifuncional ativada pela fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) - é capaz de
fosforilar e ativar a eNOS, levando a produg¢ao do NO. Isso tem levado a via de
sinalizacao PI3K/Akt/eNOS ser considerada importante para a manutencao do ténus

vascular e integridade endotelial (X. Q. Peng et al., 2010).

Baseado nessas informacgdes e considerando que a atividade da eNOS est3,
possivelmente, envolvida na hiporreatividade aodrtica a PE do grupo CAF-CLP, nés
decidimos verificar se a via de sinalizacdo PI3K/Akt poderia também estar participando
dessa resposta vascular. No entanto, a inibicdo seletiva da enzima PI3K n&o foi capaz
de reverter a redugao da resposta contratil a PE observada no grupo CAF-CLP, em
comparagao ao grupo CLP, sugerindo que a via de sinalizagdo PI3K/Akt ndo esta

envolvida na hiporresponsidade vascular.

Outra via de sinalizagao, cujo envolvimento na regulagdo da fosforilagdo da
eNOS e producdo do NO vem sendo descrito, € a via composta pelas proteinas
quinases MEK 1/2 e ERK1/2, que tem sido mostrada estimulando a fung¢ao endotelial,
principalmente a vasodilatagdo, migragéo celular e angiogénese (J. Wu et al., 2021).
Em relacdo ao seu papel durante a sepse, alguns estudos, com modelos
experimentais de endotoxemia, ja demonstraram que a ativagao da via de sinalizagao
MEK1/2-ERK1/2 leva ao aumento da expressao e atividade da NOS, particularmente
a iNOS, e, consequente, aumento da producado de NO, o que poderia contribuir para
a hiporreatividade vascular a agentes vasoconstritores e diminuicdo da pressao

arterial em ratos endotoxémicos (Korkmaz et al., 2006, 2011; B. Tunctan et al., 2007).

Sabendo disso, investigamos se esta via estaria envolvida na
hiporresponsividade aodrtica observada no grupo CAF-CLP. Os nossos resultados
demonstraram que a inibigao seletiva das enzimas MEK1/2 reduziu significativamente
a resposta contratil a PE em ambos os grupos, CLP e CAF-CLP. Contudo, essa
diminuicdo da resposta contratil a PE foi proporcionalmente maior no grupo CLP, de

modo que, quando avaliamos, em um mesmo grafico, as curvas cumulativas
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concentragdo-resposta para PE dos dois grupos, verificamos que a diferenga
significativa de Emax da PE existente entre os grupos foi abolida, porém a diferenga de
poténcia da PE persistiu. Logo, esses achados sugerem que a via de sinalizagao
MEK1/2-ERK1/2 esta parcialmente envolvida na hiporreatividade vascular a PE do
grupo CAF-CLP. No entanto, diferentemente do que era esperado, esse envolvimento
possivelmente ndo se da pela ativagcao da eNOS e estimulo da producédo do NO.

De acordo com relatos da literatura, a via de sinalizacdo MEK1/2-ERK1/2, além
de mediar a vasodilacdo por meio da ativagcao da NO e estimulo da produgao do NO,
também tem um papel importante nas respostas contrateis dependentes do endotélio.
Quando fosforilada, ERK1/2 esta ativa e € capaz de modular a atividade de caldesmon
e calponina, que sao proteinas responsaveis pela regulagdo da interacdo dos
filamentos de actina e miosina e que, dessa forma, promovem a contragcédo vascular
(Bhattacharya et al., 2011; Sousa-Lopes et al., 2020). Sendo assim, nés sugerimos
que possivelmente a atividade de ERK1/2 esta reduzida em aortas do grupo CAF-
CLP, em comparagao ao grupo CLP, e que isso levaria a uma menor fosforilagao de
caldesmon e calponina, prejudicando, assim, a resposta contratil vascular a PE. Logo,
mais estudos sao necessarios na tentativa de avaliar se, de fato, existe diferenca
significativa na fosforilagédo e, portanto, na ERK1/2 entre os grupos CLP e CAF-CLP.

Além do NO, outros fatores vasoativos produzidos no endotélio sdo os
prostandides vasodilatadores derivados da COX, que sé&o a prostaciclina (PGl2) (que
€ prioritariamente vasoditadora) e a prostaglandina E2 (PGE2) (que pode ser tanto
vasoconstritora, quanto vasodilatadora). Esses prostandides podem ser produzidos
pelas isoformas da COX, COX-1 e COX-2, que, apesar de ter um alto nivel de
homologia, tém atividades e a expressdes reguladas de maneira diferente (Félétou et
al.,, 2011). Em condi¢des fisiologicas, a COX-1 é expressa em muitos tecidos,
enquanto a COX-2 apenas em alguns poucos tecidos, e ambas produzem niveis
baixos de prostandides suficientes para a manutengado da homeostase. Contudo, em
condigdes fisiopatoldgicas, tais como inflamagéo e dano de 6rgdo, a expressao da
COX-2 é consideravelmente aumentada, elevando, consequentemente, a produgao
de prostandides, o que pode gerar efeitos deletérios (Ozer et al., 2017). Estudos vem
demonstrando que, durante a sepse, ocorre uma superexpressao da COX-2, levando
a um aumento significativo dos niveis de PGl2 e PGE2, os quais, por sua vez,
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contribuem com a hiporresponsividade vascular a agentes vasoconstritores
desencadeada pela sepse (Kimmoun et al., 2013; Ozer et al., 2017; Bahar Tunctan et
al., 2013).

Baseados nessas informacgdes, nds decidimos avaliar se a COX estaria
envolvida na hiporreatividade vascular observada no grupo CAF-CLP. De modo
interessante, a inibicdo nao-seletiva da COX reduziu significativamente a resposta
contratii @ PE do grupo CLP, sem, no entanto, provocar alteragdes na resposta
contratil a PE do grupo CAF-CLP. Quando, por sua vez, avaliamos, em um mesmo
grafico, as curvas cumulativas-concentragao resposta para PE de ambos os grupos,
observamos que a resposta contratil a PE do grupo CLP foi reduzida a um nivel similar
ao do grupo CAF-CLP, de modo que a diferenga significativa da resposta contratil a
PE existente entre os grupos foi perdida apos a inibigdo ndo-seletiva da COX. Logo,
esses achados sugerem que, de fato, a COX esta envolvida na hiporreatividade
vascular a PE observada no grupo CAF-CLP, porém esse envolvimento parece nao
ocorrer pelo aumento da producdo de prostandides vasodilatadores, mas pela

reducao da producio de prostandides vasoconstritores.

O envolvimento da COX na hiporreatividade vascular a PE do grupo CAF-CLP
foi também confirmado por meio da técnica de imunofluorescéncia. Os resultados
mostraram que intensidade de fluorescéncia da imunomarcagéo de COX-2 se mostrou
significativamente aumentada, nas camadas intima e média, das aortas do grupo
CAF-CLP, quando comparado com as aortas do grupo CLP. Logo, nés sugerimos que
possivelmente esteja acontecendo um aumento na expressdo de COX-2 na tentativa
de compensar o prejuizo na produgao de prostanoides vasoconstritores verificado em
aortas do grupo CAF-CLP. Assim sendo, mais estudos se fazem necessarios na
tentativa de: 1) avaliar a expressao de COX-2; e 2) mensurar os niveis de prostandides

vasoconstritores, como tromboxano A2 (TXA2) e prostaglandina 2-alpha (PGF2a).

Além do NO e dos prostandides derivados de COX, o envolvimento de outros
fatores de relaxamento endoteliais, tais como o H202 e os peptideos derivados do
sistema renina-angiotensina, também foram investigados. Tanto os peptideos
derivados do sistema renina-angiotensina, como o H202, tém sido descritos como

mediadores importantes para a manutencdo da funcdo endotelial em processos
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fisiologicos e fisiopatologicos (Costa et al., 2021; Holtz & Goetz, 1994). Contudo, com
base nos nossos resultados, descartamos a participacdo desses fatores na
hiporresponsividade adrtica observada no grupo CAF-CLP. Além disso, o
envolvimento dos canais para Ca?* também foi investigado, uma vez que a
mobilizag&o de calcio intracelular ja foi descrita estando associada a hiporreatividade
vascular desencadeada pela sepse (Nonato et al., 2016). No entanto, as respostas de
relaxamento induzida pelo bloqueio dos canais para Ca?* dependentes de voltagem
do tipo L ndo apresentou diferenga significativa entre os grupos CLP e CAF-CLP, o
que sugere que os canais para Ca?* ndo estdo envolvidos na hiporresponsividade
aortica observada no grupo CAF-CLP.

Os pacientes que sobrevivem a sepse apresentam um risco aumentado de
infeccbes recorrentes nos primeiros anos apos o episodio da sepse (T. Wang et al.,
2014). Estudos vem demonstrando que essa maior susceptibilidade a infecgoes
secundarias, causadas, principalmente, por microorganismos oportunistas, pode estar
associada as alteracdes na imunidade inata e adaptativa provocadas pela sepse, que
se estendem por um longo periodo de tempo apds a recuperagao clinica e s&o, no
geral, caracterizadas pela imunossupressado, inflamagédo crbnica e persisténcia
bacteriana (Delano & Ward, 2016; Nascimento et al., 2021). O modelo experimental
de sepse, denominado two-hit, foi desenvolvido por Muenzer et al. (2006) e tem se
mostrado uma ferramenta importante para o estudo da sepse e da desregulagéo
imunoldgica, a longo prazo, por ela desencadeada. Esse modelo é baseado na
inducao, primeiramente, da sepse, que é considerada o primeiro hit e, a seguir, da
infeccdo com o microorganismo oportunista, que, por sua vez, € considerada o
segundo hit, buscando mimetizar o que normalmente € observado na pratica clinica
(Muenzer et al., 2006).

Dentre os microorganismos oportunistas, o Aspergillus sp. vem sendo
considerado a principal causa de infecgdo pulmonar secundaria (Zhao et al., 2021).
Logo, para avaliar se as alteragdes cardiovasculares observadas em camundongos
obesos alimentados com dieta de cafeteria e sobreviventes a sepse poderiam ser
protetoras ou ndo a um novo desafio infeccioso, nds infectamos os animais com
Aspergillus fumigatus. Os nossos resultados demonstraram que os animais do grupo
CAF-CLP, quando comparados aos do grupo CLP, apresentaram uma tendéncia de

maior sobrevivéncia a infecgdo, que foi acompanhada por uma menor reducao de
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peso corporal. Logo, esses achados sugerem que as respostas cardiovasculares
observadas no grupo CAF-CLP poderiam ser protetoras a morbimortalidade diante de
um novo desafio infeccioso, o que corrobora resultados de estudos clinicos que
demonstram que a obesidade é capaz de conferir beneficios na severidade e
progressdo de infecgdes, tais como na sepse, embora as custas de alteragdes
fisiopatologicas mais significativas (Lewis et al., 2022; Prescott et al., 2014; Rios-Diaz
et al., 2017). No entanto, a fim confirmar os achados obtidos, estudos adicionais,
avaliando outros parametros de severidade e progresséo da doenga (Malacco et al.,
2019), se fazem necessarios. Além disso, é importante que essas analises sejam
realizadas também em um modelo de obesidade induzida por dieta de cafeteria a
longo prazo, uma vez que os achados obtidos podem nao ser similares entre as

abordagens dietéticas de curto e longo prazos (Timirci-Kahraman et al., 2018).



129

CONCLUSAO



130

7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que, apesar de nao influenciar na severidade
progressao da sepse, a obesidade induzida pela dieta de cafeteria por um curto
periodo de tempo € capaz de provocar alteragbes significativas na funcéo
cardiovascular de sobreviventes a sepse. Os animais obesos alimentados com dieta
de cafeteria e sobreviventes a sepse mostraram, em condicdes basais, serem
protegidos de prejuizos elétricos e funcionais cardiacos desencadeados pela sepse.
Contudo, em condi¢des de estresse, pareceram estar predispostos a ocorréncia de
arritmias associadas a um prejuizo da fungdo cardiaca. Além disso, esses animais
apresentaram hiporresponsividade aortica frente ao estimulo vasoconstritor induzido
pela PE, que se mostrou mediada, essencialmente, por vias de sinalizagcao
endoteliais, envolvendo tanto um aumento do estimulo vasodilatador por meio da
eNOS/NO/GCs, quanto um prejuizo do estimulo vasoconstritor por meio de MEK/ERK
Y2 e COX. Sendo assim, essas alteragbes cardiovasculares, em conjunto, parecem
ser mecanismos compensatorios adaptativos desencadeados pela obesidade
induzida pela dieta de cafeteria que poderiam conferir, aos sobreviventes a sepse,

beneficios diante de infecgbes secundarias.

Essas alteracdes
podem fornecer
beneficios frente &
infecgbes secundarias
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Figura 35: Figura ilustrativa das alteragdes cardiovasculares desencadeadas pela obesidade
induzida pela dieta de cafeteria em camundongos sobreviventes a sepse. Elaborada pela autora

com auxilio de biorender.com.
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9. APENDICES

9.1. Apéndice A - Resultados suplementares da etapa de avaliagcao das

respostas hemodinamicas e cardiacas
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Figura S1: Avaliagado temporal da Pressao Arterial Sistélica (PAS) dos grupos experimentais ao
longo das semanas de estudo. Os valores representam a média + EPM da PAS obtida para um n de
1-14 animais dos grupos experimentais que receberam (A) dieta padrdo e (B) dieta CAF. (D)

Sobreposicédo dos resultados de PAS obtidos para todos os grupos experimentais ao longo das 4

semanas de estudo.
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9.2. Apéndice B - Resultados suplementares da etapa de avaliagao das

respostas vasculares

Como pode ser visualizado na figura S2, a retirada do endotélio aumentou
significativamente o Emax e a poténcia da PE no grupo controle. O mesmo resultado foi
verificado para o grupo CAF, com exce¢ao do valor de poténcia da PE que n&o se
alterou nesse grupo apds a retirada do endotélio. No entanto, apesar do aumento
verificado para ambos os grupos, a diferenga no Emax para PE existente na presenca
do endotélio, permaneceu quando essa camada foi retirada. Portanto, o endotélio
parece nao estar envolvido na diminui¢do da contracédo vascular a PE observada no

grupo CAF.
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Figura S2. Efeito da remogdo da camada endotelial na contragdo vascular induzida por PE em
anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a contracao
induzida por PE para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de aortas com e sem endotélio. (C)
Sobreposigao dos resultados encontrados para os grupos Controle e CAF na presenca e na auséncia
do endotélio. (D) e (E) Cada barra a média £ EPM dos valores de Emax e poténcia da PE obtida para um

n de 9-11 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagéo ao grupo Controle e+; # p<0,05 em relagdo
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ao grupo CAF e+; * p<0,05 em relagdo ao grupo Controle e- (Two-way ANOVA seguido do pds-teste
de Holm-Sidak).

Como mostrado na figura S3, a incubacgéao prévia com L-NAME aumentou
significativamente os valores de Emax € poténcia da PE do grupo controle. Ja, para o
grupo CAF, a incubagao com L-NAME levou somente a um aumento significativo dos
valores de Emaxda PE, sem alteracdes no valor da poténcia da PE. Quando, por sua
vez, realizamos a sobreposicdo das curvas cumulativas concentragao-resposta para
PE de ambos os grupos, verificamos que a diferenga significativa nos valores de Emax
da PE existente entre os grupos controle e CAF persisteu com a incubagdo com L-
NAME. Deste modo, a ativagao da NOS parece nao participar da hiporreatividade

vascular verificadg Do grupq Q@F em relagdo ao grupo controle.
W\f\ (fv o°°¢ o‘;v‘ v(v‘\

&

¥ 5

& S
s &
4 S

A s B s
-:©- Controle g -©- CAF
—o—  Controle L-NAME 4 CAF L-NAME
4_
Zz [} =z
E 34 E 34 ;
o o 3.3
g « 5
g 24 g 2 s
z € o
o) s
Lo) 14 (&) 1 é,r‘
0 0 6-8-0.-00
T T T T T T T T T T T T T T
10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
PE log (mol/L) PE log (mol/L)
r
C D . : E S
5 6 - 9.0 ——M——
--©-- Controle 8 °o o
—&—  Controle L-NAME 5 ° 8.5 9
4 .o caF =z $ Ea 804 o o 8%
= CAF L-NAME _ &80 £ 7 o 2754 %o
é 3_ > -6 o 4_ ODD o O : o
] A 5 5.5.0 g S |8 W 7.0 Bog P§
g 2 16,—5 g 31 o 3 6.5
g (_2< 2] o', é: 6.0
O 14 Lug 5.5
& 14 5.0 -
04 =885 1
T T T T T T T 0 T T T T oTl T | ‘ T ‘ ‘ T ‘ T
10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 &
PE log (mol/L) &
o

Figura S3. Efeito da inibicdo nao-seletiva da enzima NOS na contragéo vascular induzida por PE
em anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a
contragao induzida por PE para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de aortas previamente
incubados ou ndo com L-NAME. (C) Sobreposig¢éo dos resultados encontrados para os grupos Controle
e CAF na presencga e na auséncia de L-NAME. (D) e (E) Cada barra a média £+ EPM dos valores de
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Emax € poténcia da PE obtida para um n de 9-10 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagdo ao
grupo Controle; # p<0,05 em relagéo ao grupo CAF; * p<0,05 em relagao ao grupo Controle L-NAME
(Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

Como pode ser visualizado na figura S4, a incubagcao com 1400W reduziu
significativamente o Emax de contragdo da PE nos grupos controle e CAF, ndo sendo
verificadas alteragdes nos valores de poténcia desse vasoconstritor. Contudo, essa
reducdo do Emax da PE foi proporcionalmente maior no grupo controle quando
comparado ao grupo CAF, de modo que é possivel observar a sobreposi¢cdo das
curvas cumulativas concentragédo-resposta para PE de ambos os grupos apds a
incubagcdo com 1400W. Em outras palavras, a diferenga significativa entre os valores
de Emax da PE existente entre os grupos, controle e CAF, foi abolida com a inibigao
seletiva da iINOS. Sendo assim, sugere-se que a atividade da iNOS estaria envolvida
na redugéo da m@;a‘bsta cohtfafll a PE observada no grupo CAF. No entanto, outros

estudos se fazem necessarlos com intuito de confirmar esses achados obtidos.
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Figura S4. Efeito da inibicdo seletiva da iNOS na contragcido vascular induzida por PE em anéis
de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragao-resposta ilustram a contragéo induzida
por PE para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de aortas previamente incubados ou ndo com
1400W. (C) Sobreposig¢ao dos resultados encontrados para os grupos Controle e CAF na presencga e
na auséncia de 1400W. (D) e (E) Cada barra a média £ EPM dos valores de Emax e poténcia da PE em
relagdo ao grupo Controle. $ p<0,05 em relagéo ao grupo Controle; # p<0,05 em relagio ao grupo CAF
(Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

Como pode ser observado na figura S5, a incubagdo com 7-NI diminuiu
significativamente o Emax € a poténcia da PE no grupo controle. De maneira similar, a
incubag&o com esse inibidor também causou reducgao significativa do Emax da PE no
grupo CAF, porém sem alteragbes verificadas na poténcia desse vasoconstritor. No
entanto, a redugao da resposta contratil a PE foi proporcionalmente maior no grupo
controle quando comparado ao grupo CAF, de modo que o Emaxe a poténcia da PE
de ambos os grupos foram similares apés a incubagao com 7-NI. Isso fica evidente na
figura S5 C, em que é possivel visualizar a sobreposi¢ao das curvas cumulativas
concentragdo-resposta para PE dos grupos controle e CAF incubados previamente
com 7-NI. Sendo assim, esses achados sugerem que a atividade da nNOS parece
estar envolvida na reducao da contragao vascular a PE no grupo CAF. Contudo, esses
resultados ainda n&o sdo conclusivos e precisam ser confirmados por meio de estudos

futuros.



162

A . B s
--©-- Controle -©- CAF
3 —o— Controle 7-NI s & 6 3 CAF 7-NI
z ' z
£ £ ‘6___6_.57-6 5
2 2 g 27 g
g g 5
€ <
S 11 3 1 5
0 04 8:56.0-0"°
T T T T T T T T T T T T T T
10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
PE log (mol/L) PE log (mol/L)
C D E 5
4 --©- Controle 5 '$—| 8.0 o o
—&—  Controle 7-NI 1.5 $ # 1 3
3| -o- CAF ‘6-"6"'6 % = 4 c)l_| — 7.5 000 °
z A ¥ E | o = 7.04 bod P58 .°
g ~ [e} Ire) o
£ ° S
S 21 T 3] 2 °° W 6.5- o
o o
8 g, oed S0 £ 6.0 o
5 1 O o o)
o % o a 5.5
£
0 w17 50+
N 1
T T T T T T T 0 . ; | | oTl [ 1] : ‘ :
10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 ° vg N @ vg ENEN
PE log (mol/L) ({\‘o o \e:\ Q« e“o © \0« Q«
0 & ¥ o & s
oo(\ °

Figura S5. Efeito da inibicao seletiva da nNOS na contrag¢ado vascular induzida por PE em anéis
de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragao-resposta ilustram a contragéo induzida
por PE para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de aortas previamente incubados ou ndo com
7-Nl. (C) Sobreposig¢ao dos resultados encontrados para os grupos Controle e CAF na presenca e na
auséncia de 7-NI. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emaxe poténcia da PE em relagédo
ao grupo Controle. $ p<0,05 em relagéo ao grupo Controle; # p<0,05 em relagédo ao grupo CAF (Two-
way ANOVA seguido do pés-teste de Holm-Sidak).

Como é possivel visualizar na Figura S6, a incubagao prévia com LY-294,002
reduziu de forma significativa a resposta contratil da PE nas aortas dos grupos controle
e CAF, de modo que a diferenga significativa nos valores de Emax da PE entre os
grupos deixou de existir. Além disso, nenhuma alteragdo nos valores de poténcia da
PE foi observada entre os grupos apds incubagdo com LY-294,002. Logo, esses
achados sugerem que a via de sinalizagdo PI3K-Akt estaria mediando a
hiporresponsividade vascular observada no grupo CAF através de um mecanismo que
nao envolve a ativagdo da NOS, uma vez que, se envolvesse a ativagao da NOS, era
esperado que a inibicdo da PI3K levaria um aumento do Emax da PE no grupo CAF, o

que nao ocorreu de acordo com os resultados obtidos.
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Figura S6. Efeito da inibicao seletiva da enzima PI3K na contragdo vascular induzida por PE em
anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a contracao
induzida por PE para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de aortas previamente incubados ou
nao com LY-294,002. (C) Sobreposicao dos resultados encontrados para os grupos Controle e CAF na
presenga e na auséncia de LY-294,002. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax €
poténcia da PE obtida para um n de 4-10 preparagées independentes. $ p<0,05 em relagdo ao grupo
Controle; # p<0,05 em relagéo ao grupo CAF (Two-way ANOVA seguido do pds-teste de Holm-Sidak).

Como mostrado na figura S7, a incubagdo prévia com PD98059 reduziu
significativamente o Emax de contragdo da PE nos grupos controle e CAF, ndo sendo
observadas alteracdes nos valores de poténcia desse vasoconstritor. A redugao do
Emax da PE provocada pela inibicado de MEK 1/2 foi proporcionalmente maior no grupo
controle, de modo que a diferenga significativa nos valores de Emax deixou de existir.
Esses achados sugerem que a via de sinalizagdo MEK/ERK 1/2 poderia estar
mediando a diminuicdo da resposta contratii @ PE no grupo CAF através de um
mecanismo que nao envolve a ativagcdo da NOS, ja que, como mencionado

anteriormente, era esperado um aumento da contracdo vascular para PE, apds a
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incubacao PD98059, caso a ativacdo de NOS estivesse envolvida, o que, de fato, ndo

foi verificado.
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Figura S7. Efeito da inibicao seletiva das enzimas MEK 1/2 na contragao vascular induzida por
PE em anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a
contragao induzida por PE para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de aortas previamente
incubados ou ndo com PD98059. (C) Sobreposicdo dos resultados encontrados para os grupos
Controle e CAF na presenga e na auséncia de PD98059. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos
valores de Emax € poténcia da PE obtida para um n de 5-10 preparacgdes independentes. # p<0,05 em
relagdo ao grupo CAF; $ p<0,05 em relagdo ao grupo Controle (Two-way ANOVA seguido do pos-teste
de Holm-Sidak).

Como mostrado na figura S8, no grupo controle, a incubagao prévia com ODQ
aumentou significativamente o valor da poténcia da PE, mas reduziu também de forma
significativa 0 Emax desse vasoconstritor. Ja, no grupo CAF, a incubagdo com ODQ
nao alterou significativamente os valores de Emax € de poténcia da PE. Quando, por
sua vez, plotamos as curvas de ambos os grupos, ndo observamos diferenca

significativa nos valores de Emax e poténcia da PE entre eles. Com base nestes
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resultados, sugere-se que a atividade da GCs parece estar mediando a diminuigdo da
contracdo vascular a PE no grupo CAF.
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Figura S8. Efeito da inibicdo da enzima GCs na contragao vascular induzida por PE em anéis de
aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragédo-resposta ilustram a contragao induzida
por PE para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de aortas previamente incubados ou ndo ODQ.
(C) Sobreposicao dos resultados encontrados para os grupos Controle e CAF na presenga e na
auséncia de ODQ. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax € poténcia da PE obtida
para um n de 3-10 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagdo ao grupo Controle (Two-way
ANOVA seguido do pés-teste de Holm-Sidak).

Como pode ser visualizado na figura S9, a incubagdo com TEA reduziu
significativamente o Emax de contragao da PE tanto no grupo controle, quanto no grupo
CAF, sem causar alteracbes nos valores de poténcia desse vasoconstritor. No
entanto, a diferenca significativa do Emax da PE existente entre os grupos controle e
CAF persistiu apés a incubagao com TEA. Logo, é possivel inferir que os canais para

K* n&o contribuem com a hiporreatividade vascular a PE observada no grupo CAF.
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Figura S9. Efeito do bloqueio dos canais para K* na contragao vascular induzida por PE em anéis
de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragédo-resposta ilustram a contragao induzida
por PE para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de aortas previamente incubados ou ndo TEA.
(C) Sobreposicao dos resultados encontrados para os grupos Controle e CAF na presenga e na
auséncia de TEA. (D) e (E) Cada barra a média + EPM dos valores de Emax € poténcia da PE obtida
para um n de 6-10 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagédo ao grupo Controle; # p<0,05 em

relacdo ao grupo CAF; * p<0,05 em relagdo ao grupo TEA (Two-way ANOVA seguido do pds-teste de
Holm-Sidak).

Como mostrado na figura S10, a incubagdo com ibuprofeno reduziu
significativamente os valores de Emax da PE nos grupos controle e CAF. Contudo, uma
reducao significativa do valor da poténcia da PE foi somente observada no grupo CAF.
Logo, quando sobrepomos as curvas cumulativas para PE, verificamos que a
diferenca significativa nos valores de Emaxda PE existente entre os grupos deixou de
existir apos a incubagé&o com ibuprofeno, porém a poténcia da PE do grupo controle
se mostrou significativamente maior comparada a do grupo CAF. Sendo assim, ndo é
possivel concluir que a atividade COX participa da diminuicdo da contracdo a PE

observada no grupo CAF.
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Figura S$10. Efeito da inibicdo nao-seletiva da enzima COX na contragao vascular induzida por
PE em anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragdo-resposta ilustram a
contragao induzida por PE para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de aortas previamente
incubados ou nao Ibuprofeno. (C) Sobreposi¢do dos resultados encontrados para os grupos Controle
e CAF na presenca e na auséncia de Ibuprofeno. (D) e (E) Cada barra a média £+ EPM dos valores de
Emax € poténcia da PE obtida para um n de 6-10 preparagées independentes. $ p<0,05 em relagdo ao
grupo Controle; # p<0,05 em relagao ao grupo CAF; * p<0,05 em relagédo ao grupo Controle Ibuprofeno
(Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak).

Como pode ser observado na figura S77, a incubagao prévia com catalase
reduziu significativamente o Emax de contragdo da PE no grupo controle, ndo
provocando alteragdes nos valores de poténcia desse vasoconstritor. No grupo CAF,
por sua vez, a incubagcdo com catalase nao alterou a resposta contratil a PE. Dessa
forma, quando plotamos as curvas de ambos os grupos em um mesmo grafico,
observamos que as curvas estdo sobrepostas, ou seja, a diferenca significativa nos

valores de Emax da PE entre os grupos deixou de existir apos a exposi¢ao a catalase.
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Logo, esses achados sugerem que o H202 pode estar envolvido na hiporreatividade
vascular a PE no grupo CAF, no qual, diferente do esperado, a biodisponibilidade
dessa molécula de sinalizagao estaria reduzida, quando comparado ao grupo controle,

0 que acarretaria a diminuicdo da resposta contratil a PE observada.
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Figura S11. Efeito da Catalase, enzima que catalisa a decomposi¢ao do H;O,, na contragao
vascular induzida por PE em anéis de aortas dos grupos experimentais. As curvas concentragido-
resposta ilustram a contragao induzida por PE para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de
aortas previamente incubados ou nao Catalase. (C) Sobreposi¢céo dos resultados encontrados para os
grupos Controle e CAF na presencga e na auséncia de Catalase. (D) e (E) Cada barra a média + EPM
dos valores de Emax € poténcia da PE obtida para um n de 6-10 preparagdes independentes. $ p<0,05
em relagdo ao grupo Controle (Two-way ANOVA seguido do pds-teste de Holm-Sidak).

Como pode ser visualizado na figura S712, a incubagdo com captopril ndo
alterou significativamente a resposta contratil a PE no grupo controle. Contudo, no
grupo CAF, a incubagado com Captopril reduziu significativamente os valores de Emax
e de poténcia da PE. Logo, quando as curvas de ambos os grupos foram plotadas em

um mesmo grafico, verificamos que a diferenga significativa de Emax da PE existente
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entre os grupos persistiu apds a incubagdo com Captopril, ndo sendo também
observadas diferencas nos valores de poténcia desse vasoconstritor. Diante disso, €
possivel inferir que o sistema renina-angiotensina nao participa da hiporreatividade

vascular a PE do grupo CAF.
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Figura S12. Efeito da inibicao da ECA na contragao vascular induzida por PE em anéis de aortas
dos grupos experimentais. As curvas concentragao-resposta ilustram a contragdo induzida por PE
para os grupos Controle (A) e CAF (B) em anéis de aortas previamente incubados ou ndo Captopril.
(C) Sobreposicao dos resultados encontrados para os grupos Controle e CAF na presenga e na
auséncia de Captopril. (D) e (E) Cada barra a média £+ EPM dos valores de Emax € poténcia da PE obtida
para um n de 9-10 preparagdes independentes. $ p<0,05 em relagédo ao grupo Controle; # p<0,05 em
relagao ao grupo CAF; * p<0,05 em relagéo ao grupo Controle Captopril (Two-way ANOVA seguido do
pos-teste de Holm-Sidak).

Como pode ser visualizado na figura S713, n&o houve diferenca significativa no
relaxamento vascular induzido pelo Verapamil entre os grupos controle e CAF, o que
sugere que os canais para Ca?* ndo participam da redugéo da resposta contratil a PE
em aortas do grupo CAF.
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Figura S13: Relaxamento induzido pelo bloqueio dos canais para Ca** nas aortas dos grupos

experimentais. (A) As curvas concentragao-resposta ilustram o relaxamento induzido pelo Verapamil
em anéis de aortas dos grupos Controle e CAF, pré-contraidos com KCI (30 mmol/L). (B) e (C) Cada

barra a média + EPM dos valores de Emaxe poténcia da PE obtida para n preparagdes independentes

(Controle: n=8; CAF: n=7).
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