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Resumo



Doencas cardiovasculares (DCVs) sdo consideradas as principais causas de
morte no mundo. Trabalhos recentes demonstram que ha um aumento na
incidéncia de DCVs em pacientes que sobrevivem a um quadro de infecgdo aguda
Como a sepse, entre o primeiro e 0 quinto ano apoés a infeccdo. A partir disso, o
objetivo desse estudo foi avaliar a funcdo cardiovascular dos animais
sobreviventes a sepse. Para tal, em camundongos Balb/c machos foi realizada a
ligacdo e perfuracdo do ceco para inducdo da sepse. Ap6s 15 dias, foram
avaliados o eletrocardiograma e ecocardiograma, experimentos de Langendorff,
contratilidade de cardiomiocitos e reatividade vascular na aorta toracica. Nossos
resultados demonstraram um aumento significativo do volume sistélico final
associado a uma reducédo da fracdo de ejecdo e do débito cardiaco no grupo
sobrevivente a sepse. Além disso, nesse mesmo grupo, o0s resultados do
eletrocardiograma demonstraram um prolongamento no tempo para iniciar a
repolarizacdo ventricular. Os experimentos de Langendorff confirmaram o prejuizo
da funcédo cardiaca basal nos sobreviventes a sepse, e esse prejuizo foi mantido
quando submetido ao estresse farmacoldgico induzido por isoprenalina. Nos
experimentos de reatividade vascular, o efeito contratil induzido por fenilefrina em
aortas toracicas dos animais sobreviventes a sepse foi significativamente maior
gquando comparado ao grupo controle. Esse aumento na vasoconstricdo foi
relacionado a ativacao de receptores ATz, anion superoxido e derivados da COX.
Com isso, camundongos sobreviventes a sepse apresentaram aumento da
contratilidade vascular e prejuizo da funcdo cardiaca, onde o tratamento com
propranolol foi capaz de impedir a hiperreatividade vascular adrtica, bem como

reverteu alguns pontos do prejuizo cardiaco.

Palavras — chave: Sepse; Reatividade vascular; Aorta; Funcdo cardiaca;

Sobreviventes a sepse;



Abstract



Cardiovascular diseases (CVDs) are considered the leading cause of death in the
world. Recent studies have shown an increase in the incidence of CVDs in patients
with acute infection, such as sepsis. Sepsis survivors show an increase in the
development of CVDs between 1 and 5 years after the previous infection. Thus,
the aim of this study was to evaluate the cardiovascular parameters in animals
surviving sepsis. For that, in male Balb/c mice was performed cecal ligation and a
puncture to induce sepsis. After 15 days, electrocardiogram and
echocardiogram, Langendorff experiments, cardiomyocytes contraction, and
vascular reactivity in thoracic aorta were performed. Our results showed an
increase in systolic volume, ejection fraction and cardiac output in the sepsis-
survivor group (SSG). Besides that, the electrocardiogram showed an increase in
time to initiate ventricular repolarization in SSG. Langendorff's experiments
confirmed the impairment of cardiac function in the SSG group, and this
impairment was not reversed in a stressful condition induced by isoprenaline.
About vasomotor tonus, the contractile effect induced by phenylephrine in thoracic
aortas from SSG was significantly higher when compared to the control group. This
effect was associated with the activation ofAT. receptors, anions superoxide and
COX derived prostanoids. Taken together, sepsis-surviving mice showed vascular
contractility enhancement and impairment of cardiac function. Propranolol
treatment was able to reverse the increased vascular resistance triggered by

sepsis and some points of cardiac function.

Keywords: Sepsis; Vascular Reactivity; Aorta; Cardiac Function; Sepsis Survivor;
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Introducdo



1. INTRODUCAO

1.1 Sepse: definicdo e mecanismo

De acordo com o Terceiro Consenso Internacional para Sepse e Choque
Séptico (SEPSIS-3), a sepse é definida como uma disfuncdo ameacadora a vida
em decorréncia de resposta desregulada a infeccédo (Singer et al., 2016). Esse
novo conceito, indicaa que seja utilizado um score de disfungéo/faléncia organica,
denominado “Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)”, para que a sepse
seja diagnosticada, em que um paciente diagnosticado com sepse, teria que
apresentar uma variacdo maior ou igual a 2 pontos SOFA (Carneiro et al., 2017).

Mas como a sepse acontece? A sepse pode ser ocasionada por virus,
fungos ou bactérias, sejam estas gram-positivas ou gram-negativas. Utilizando
de exemplo as bactérias gram-negativas, que apresentam em sua parede celular
o lipopolissacarideo (LPS), elas induzem a sepse através da liberacédo desse LPS
guando as bactérias se multiplicam ou morrem (H. Zhang et al., 1998). O LPS é
reconhecido pelos receptores do tipo Toll (TLR: Toll like receptors), que foram
identificados como receptores sensiveis a moléculas associadas a patdogenos
(PAMPs: pathogen-associated molecular patterns) (Creagh & O’Neill, 2006). O
reconhecimento dos PAMPs por TRL dispara uma cascata de sinalizacéo
intracelular que é dependente do recrutamento molécula adaptadora MyD88. Ao
ser recrutada, essa molécula interage com o receptor de interleucina 1 (IL-1), que
€ denominado IRAK. Esta interagdo promove a autofosforilacdo de IRAK
permitindo a interacdo deste com a proteina adaptadora associada ao receptor do
fator de necrose tumoral (TRAF6). Em seguida, ocorre a fosforilagdo do complexo

IKK que por sua vez fosforila IkB, levando a sua degradacéao e liberagao do fator



NF-kB. Essa liberagdo de NF-kB, que € um fator de transcricdo nuclear, induz a
producdo de citocinas que dardo inicio a resposta imune inflamatéria (Figura 1)

(Coelho, 2014; Janeway & Medzhitov, 2002; Opitz et al., 2009).

Figura 1: Ativacdo da cascata intracelular a partir do reconhecimento de LPS pelo TLR (Miller et
al., 2005).

e

Dentre a citocinas que sdo produzidas nessa resposta inflamatoria,
podemos citar: fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) interferon gama (INF-y),

interleucina 1 (IL-1), entre outras, que serdo responsaveis por ativar outras células



do sistema imune, amplificando a resposta. Como exemplo dessa amplificagéo,
pode haver também a ativacdo de linfocitos Thl, que apresentam uma resposta
pro-inflamatoéria; linfécitos Th2, que apresentam uma resposta anti-inflamatoria,
linfécitos B, mondcitos e as células endoteliais presentes nos vasos sanguineos,
em que esses dois Ultimos ativam fatores teciduais da cascata de coagulagdo no

intuito de conter o microrganismo invasor (Figura 2) (Coelho, 2014).
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Figura 2: Ativacdo da cascata intracelular a partir do LPS em monécito e amplificagcdo da resposta
pela liberacdo de citocinas que ativam demais componentes do sistema imune (Coelho, 2014).

A producao dessas citocinas também induz o aumento na expressao da
enzima oOxido nitrico sintase induzida (INOS), que é uma das enzimas

responsaveis pela producdo do 6xido nitrico (NO). O NO apresenta um papel



importante durante a sepse, uma vez que ele apresenta uma funcao microbicida,
capaz de conter diretamente o agente invasor, além de facilitar chegada das
células do sistema imune no foco infeccioso (J. L. Vincent et al., 2000).

De acordo com 0 novo consenso, a sepse é dividida em trés estagios:
infeccdo, sepse e choque séptico, em que este Ultimo é caracterizado pela faléncia
circulatoria aguda, acompanhada por uma hipotensao arterial persistente (Singer
et al., 2016)

A disfuncdo cardiocirculatéria no choque séptico envolve diversas
alteracdes cardiacas e vasculares, em que a reducao da resisténcia vascular
sistémica € uma das mais relevantes caracteristicas desse quadro, por ser um dos
principais fatores que levam o paciente a 6bito (Parrillo et al., 1990; Zimmerman
& Dietrich, 1987). Estudos demonstram que pacientes com sepse, que
apresentam maior resisténcia vascular periférica, ttm um indice de sobrevivéncia
aumentado quando comparados aqueles que apresentam baixa resisténcia

vascular periférica (Parker et al., 1984).

A vasodilatacdo periférica que ocorre durante a sepse acontece devido a
alguns fatores, dentre eles: uma reducdo na expressdo de receptores
responsaveis pela vasoconstricdo, principalmente receptores a-adrenérgicos
(Parrat,1988). Outra explicacdo seria 0 aumento da producdo de substancias
vasodilatadoras circulantes, como por exemplo o NO (Parratt, 1988). Além disso,
a vasodilatacdo periférica durante a sepse pode estar associada a uma baixa
sensibilidade a agentes vasoconstritores, incluindo catecolaminas (Ichiro
Wakabayashi et al., 1987) angiotensina Il (Schaller et al., 1985; Virdis et al.,
2007a), vasopressina (Schaller et al., 1985), serotonina e agentes despolarizantes

(Ichiro Wakabayashi et al., 1987). Logo, caso haja a associacdo desses trés



fendmenos: reducao da expressao de receptores vasoconstritores, 0 aumento na
producdo de agentes vasodilatadores e diminuicdo da resposta a agentes
vasoconstritores, a vasodilatacéo periférica durante esse quadro de sepse ocorre

de maneira abrupta e persistente.

1.2 Sepse e o0 sistema cardiovascular

Durante a sepse, 0 sistema cardiovascular € sobrecarregado no intuito de
compensar, principalmente, a queda da resisténcia vascular periférica. O NO é o
principal agente vasodilatador endégeno que influencia diretamente no fluxo
sanguineo basal e na homeostase vascular, atuando, portanto, na diminuicdo
dessa resisténcia vascular periférica (Champion et al., 2004; Furchgott &

Zawadzki, 1980).

A producdo excessiva de NO, em um quadro de sepse, € bem
documentada tanto em modelos experimentais de sepse, quanto em humanos
(Feihl et al., 2001; Ochoal991.Pdf, n.d.). Ja foram identificadas concentracfes de
NO significativamente maiores que a concentracdo fisiolégica em modelos
animais de sepse, sugerindo que esse aumento excessivo se deve tanto a

isoforma induzida (iNOS) quanto a neuronal (nNOS) da NOS (Nardi et al., 2014).

Wei et al. (1995) demonstraram que animais deficientes em INOS
apresentavam uma reducdo da resposta inflamatéria ndo especifica a
carragenina, além de serem mais resistentes a mortalidade induzida por LPS (Wei
et al., 1995). Além disso, Nardi et al. (2014), demonstraram que a sepse induzia
ao aumento da expressao de nNOS, bem como sua associagao com a guanilato
ciclase, além de sua inibicdo seletiva ser capaz de restaurar a responsividade a

vasoconstritores durante a sepse (Nardi et al., 2014) . Dessa forma, o NO tem sido



indicado como o principal agente envolvido no desenvolvimento de hipotensao e

dano tecidual observados na sepse.

Além da vasodilatacdo intensa, j& é bem descrito que a alta atividade de
NOS, bem como a alta producao de NO no coracao, culmina em uma reducéo da
forca de contragdo cardiaca caracterizando um efeito inotropico negativo
(Corrales-Medina et al., 2010). Além da iNOS, trabalhos demonstram que a 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) é a principal isoforma atrelada ao desempenho
cardiaco, e podemos ver isso também durante a sepse, uma vez que animais
sépticos knockouts para eNOS apresentam pressédo estavel, fluxo coronariano e
débito cardiaco preservados e com tempo de sobrevida estendido, quando

comparado ao grupo controle séptico (Champion et al., 2004; Ohlig, 2013).

Além desses efeitos diretos do NO no sistema cardiovascular durante a
sepse, o0 NO também apresenta um efeito citotoxico, podendo levar a danos
nucleares, inibicdo da respiracdo mitocondrial, bem como alteracdo de
fosfolipideos e proteinas de membrana, em que essas alteracfes podem induzir
um prejuizo funcional dos 6Orgdos cruciais para a manutencdo da sobrevida
durante a sepse (J. L. Vincent et al., 2000). Apesar de ser bem descrito que o NO,
em grandes quantidades, apresenta um efeito toxico celular, acredita-se que esse
efeito se deve principalmente aos seus produtos de oxidacdo como, por exemplo,
peroxinitrito (ONOO-), que é formado pela reacdo entre o NO e o anion superoxido
(O2) (R. M. Touyz & Schiffrin, 2004). Esse produto de oxidacdo formado é
extremamente toxico, e pode levar a alteragao de fatores de transcri¢éo, quinases,
sintese de proteinas, funcdo endotelial, aumento da contratilidade vascular,
crescimento celular e apoptose de células do musculo liso vascular, entre outros

(Szab6 & Ohshima, 1997). Portanto, 0 ONOO" esta diretamente relacionado ao



prejuizo da funcdo vascular encontrada em situagcfes patolégicas como a sepse

(R. M. Touyz & Schiffrin, 2004; Rhian M. Touyz et al., 2003).

Apesar de contribuir para geragdo de um produto extremamente deletério
como o ONOO-, o NO apresenta acgdes positivas durante a sepse, tais como: a
funcdo microbicida, mencionada anteriormente, a prevencédo da isquemia na
circulacdo hepatoesplénica, além de contrabalancar a vasoconstricdo renal que
pode ocorrer durante a sepse, mantendo assim o fluxo sanguineo, preservando a
funcdo desses 6rgaos (Corrales-Medina et al., 2010). Portanto, podemos incluir
as espécies reativas de oxigénio (EROs) como fatores importantes na patogénese

da sepse (Trautinger et al., 1991; B. P. Yu, 1994).

O Oz é uma espécie reativa de oxigénio e também um radical livre, que
tem a capacidade Unica de levar a formacéao de diversas outras espécies reativas,
dentre as quais podemos citar o radical OH-, através de sua interagcdo com metais
pesados, e 0 H202 pela acdo da superoxido dismutase (SOD), por exemplo (B. P.
A. L. Yu, 2018). Ja foi demonstrado que o Oz é encontrado em niveis elevados
em pacientes com sepse quando comparado a demais pacientes internados na
unidade de terapia intensiva (UTI) (Durant et al., 2004). Boczkowski et al. (1999)
ja haviam demonstrado resultados semelhantes em modelos animais de sepse

(Boczkowski et al., 1999).

As espécies reativas de oxigénio, tais como: Oz, perdxido de hidrogénio
(H202) e ONOOr, sao encontradas em baixas concentracdes em condigoes
fisioldgicas normais, participando do controle do tdnus vascular e do crescimento
celular (Rhian M. Touyz & Schiffrin, 1999). Fisiologicamente, o controle da
concentracéo dessas espécies reativas é feito por antioxidantes endégenos, como

a enzima superéxido dismutase, a catalase, a glutationa, bem como vitaminas



antioxidantes, entre outros. Em condi¢fes fisiopatoldgicas, além da producao
dessas espécies estar aumentada, o controle feito pelos antioxidantes enddégenos
e vias de excregdo encontram-se prejudicados, levando assim ao status de

estresse oxidativo (Landmesser & Harrison, 2001).

Além do NO e das ROS estarem envolvidas diretamente na resposta
cardiovascular durante a sepse, outros mecanismos séo ativados durante esse
quadro, entre eles podemos destacar a vasopressina, peptideo natriurético,
catecolaminas, angiotensina e aldosterona. Para compensacao da diminuigéo da
resisténcia vascular periférica e volemia durante a sepse ocorre a liberacdo de
vasopressina que promove a vasoconstricdo via receptor V1 no musculo liso e
induz o efeito antidiurético via ativacao dos receptores V2 no ducto coletor renal,
ambos na tentativa de aumentar a resisténcia vascular periférica e volume
circulante (Holmes et al., 2001). Outro mecanismo de compensacao durante a
sepse envolve a inativacao dos peptideos natriuréticos atrial e cerebral, impedindo
assim a reducdo do volume plasmatico circulante. Além disso, ha também o
aumento da secrecdo de renina pelas células justaglomerulares do rim, que
consequentemente induzem o aumento de angiotensina Il (Ang II) circulante - que
€ um potente vasoconstritor - aumentando a resisténcia vascular periférica, e a
secrecdo de aldosterona pelo cortex da glandula adrenal, o que, por sua vez,
provoca o0 aumento da volemia. Logo, esta € considerada uma importante via

ativada durante a sepse (Corréa et al., 2015).

Juntamente com o aumento da producédo de Ang I, j& € muito bem descrito
na literatura a ativagcéo dos receptores do tipo 1 para Ang Il (AT1), que culmina
em respostas biolégicas diretas em células do musculo liso vascular, como por

exemplo, crescimento e proliferacdo celular, bem como lesdes vasculares,



sugerindo o envolvimento da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2). Isso foi
confirmado pelo fato de que a inibicdo ndo seletiva da enzima ciclooxigenase
(COX) foi capaz de abolir o dano tecidual e vascular induzido por Ang II. Enzima
essa, que apresenta uma expressao aumentada durante a fase aguda da sepse

(Bohm et al., 1995; McKenna et al., 2016; Rocha et al., 2002)

J4 se sabe que o sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) é
ativado durante a sepse, porém a hipotenséo persistente durante esse quadro
ainda é visualizada. Estudos confirmam que a baixa atividade do SRAA esta
diretamente relacionada ao mau prognostico da sepse. Portanto, a sua ativacao,
por menor que seja, é crucial para a sobrevivéncia de individuos com sepse (W.
Zhang et al., 2014). Estudos tém proposto que, apesar da alta atividade do SRAA,
tanto as citocinas quanto o NO presentes em um quadro de sepse estédo
envolvidos na reducdo da expressdo dos receptores ATl levando a uma
atenuacao da vasoconstricdo induzida pela ativacao desse receptor, bem como a
reducdo na secrecdo de aldosterona (Bucher, Hobbhahn, et al., 2001; Bucher,

Ittner, et al., 2001).

7

Além do papel ja destacado do SRAA durante a sepse, é importante
destacar a relevancia desse sistema no controle da adesdo leucocitaria,
estimulando a producédo de moléculas de adeséo endotelial como P-selectina, E-
selectina e molécula de adesao celular vascula (VCAM), em que esses contribuem
para o progresso da resposta inflamatéria, induzindo a sintese de mediadores
pré-inflamatérios, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (Bodor
et al., 2012; Jadhav & Sadaka, 2019). Associado a isso, a estimulacao excessiva
de ATi, acarreta o aumento do estresse oxidativo, crescimento celular e

inflamacé&o vascular, acelerando o desenvolvimento da rigidez e fibrose vascular,
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fatores esses cruciais para o estabelecimento das doencas cardiovasculares

(DCVs) que sao relatadas em sobreviventes a sepse (Aroor et al., 2013a).

1.3 POs-sepse e suas consequéncias

Todo o processo inflamatério exacerbado e desenfreado que ocorre
durante a sepse, com producdo em massa de NO e citocinas pré-inflamatorias,
culmina em disfuncéo cardiocirculatoria e organica levando o paciente a morte (J.
Vincent et al., 2000). Contudo, apesar de todos esses fatores, uma grande parte
desses pacientes sobrevivem a esse quadro inflamatério sistémico. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 30 milhdes de
pessoas sdo acometidas pela sepse por ano em todo o mundo, sendo que dessas,
6 milhdes vém a ébito. Sendo assim, cerca de 80% dos pacientes, em um quadro

de sepse, sobrevivem (WHO, 2016).

Apesar da alta taxa de sobrevivéncia a sepse, relatos na literatura
demonstram que pacientes que sobrevivem, retornam aos hospitais com maior
frequéncia apresentando algum evento cardiovascular, como, por exemplo, infarto
do miocéardio e/ou acidente vascular encefalico (AVE) (Mankowski et al., 2019;
Yende et al., 2014). Além disso, evidéncias tém demonstrado um aumento no
namero de Obitos, dentre os sobreviventes a sepse, apds o primeiro ano de alta
hospitalar, relacionados ao desenvolvimento de eventos cardiovasculares

(Contrin et al., 2013; Jafarzadeh et al., 2016; Ou et al., 2016).

As DCVs sdao, atualmente, consideradas as causas de morte nimero 1 no
mundo. De acordo com a OMS, aproximadamente 17,9 milhdes de pessoas
morrem de DCVs por ano no mundo, o que corresponde a 31% das mortes
globais, sendo que 85% de todas essas mortes sao devido ao infarto do miocéardio

e AVE (WHO, 2018). Estéo caracterizadas como DCVs o grupo de fisiopatologias
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que envolvem o coracdo e vasos sanguineos, como, por exemplo: doengas
coronarianas, doencas cerebrovasculares, doenca cardiaca reumatica, doenca
arterial periférica, cardiopatia congénita, trombose venosa profunda, embolia
pulmonar, entre outras (WHO, 2018).

Ja € bem conhecido que existem diversos fatores de risco para o
desenvolvimento das DCVs, como, por exemplo, o uso do tabaco, inatividade
fisica, obesidade, sobrepeso e uso abusivo do &lcool (WHO, 2018). Além desses
fatores, as infecgbes também sdo consideradas fatores que predispdem o
desenvolvimento de DCVs (Smeeth et al., 2004).

Um estudo feito por Jafarzadeh et al., (2016) demonstrou que a proporcao
de pacientes que apresentaram um evento cardiovascular ap0s passar por um
quadro de bacteremia foi de 10,5% em comparacdo com 7,2% de pacientes que
ndo passaram pela sepse anteriormente. Além disso, trabalhos também vém
demonstrando o0 aumento da mortalidade de pacientes por eventos
cardiovasculares no periodo de 1 a 5 anos apés uma infecgéo prévia (Jafarzadeh
et al., 2016; Ou et al., 2016). Portanto, sabendo que as DCVs sao as principais
causas de morte em todo o mundo; que uma das causas para o desenvolvimento
de DCVs sédo os quadros de infeccdo como a sepse; que sobreviventes a um
quadro de sepse apresentam um aumento na reincidéncia hospitalar e do risco
de mortalidade ocasionado principalmente por eventos cardiovasculares
desenvolvidos no periodo de 1 a 5 anos ap0s a infeccdo prévia; e que a sepse
pode ser considerada uma das prioridades de saude mundial, a hipotese do
presente trabalho € que animais que sobrevivem a sepse apresentam alteracdes
cardiacas e/ou vasculares em decorréncia da infeccdo, tornando-os mais

susceptiveis ao desenvolvimento de DCVs.



Objetivos
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2. Objetivo
Avaliar as alteragOes cardiovasculares em animais que sobreviveram a um
quadro de sepse, 15 dias apés a inducdo, simulando o periodo crénico no

humano.

2.1 Objetivos Especificos

e Avaliar a funcdo cardiaca; utilizando as técnicas de eletrocardiograma,
ecocardiograma, Langendorff e contracdo de cardiomiocitos;

e Avaliar funcdo vascular, ex-vivo, bem como as possiveis vias moleculares
envolvidas, por experimentos de reatividade vascular;

e Avaliar se o tratamento dos animais com propranolol ou captopril sdo

capazes de reverter as alteracdes cardiacas e vasculares encontradas;



Material e Métodos
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3. Material e Métodos

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos da linhagem Balb/C machos, no periodo
de 08 a 12 semanas de idade, obtidos do Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos com livre acesso
a agua e racao, no ciclo claro-escuro, em uma estante ventilada para animais.
Todos os procedimentos adotados neste estudo foram previamente aprovados
pelo Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob protocolo de

numero 383/2016.

3.2 Inducdo da Sepse pelo método CLP (do inglés Cecal Ligation and

Puncture)

Para a inducdo da sepse, foi utilizado o modelo CLP de sepse murina,

método padrdo ouro descrito por Wichterman e colaboradores em 1980
(Wichterman et al., 1980). Para o procedimento cirdrgico, os camundongos foram
anestesiados com xilazina (5 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg) e apds anestesia geral
do animal, foi realizada a laparotomia mediana, o ceco foi exposto e submetido a
ligadura frouxa (permitindo o fluxo sanguineo e transito intestinal), distal a juncéo
ileocecal, com fio de nylon 5-0. Em seguida, o ceco foi submetido a uma Unica
perfuracdo transversal com agulha 26G e leve compressao que permitiu o
extravasamento de conteudo fecal. O ceco foi reintroduzido na cavidade
peritoneal e em seguida foi realizada a laparorrafia com fio de nylon 4-0. Nos
animais do grupo controle (falso operado), denominado grupo sham, foi feito a
laparotomia, exposi¢cdo e manipulacdo do ceco, seguida de laparorrafia. Apés o

término da cirurgia, os animais foram reidratados com uma Unica injegéo
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subcutanea de salina (1mL). Todos os experimentos, descritos a seguir, foram
realizados 15 dias ap6s a inducao da sepse, em que esse periodo foi escolhido
para analise dos efeitos cronicos da sepse, uma vez que ja foi demonstrado
previamente por Nascimento, D.C et.al que apds 15 dias da indugéo da sepse por
CLP os camundongos ja ndo apresentavam bacteremia porém desenvolviam uma
disfuncdo imunoldgica (Nascimento et al., 2017). Os animais ndo foram tratados

com antibiéticos ou analgésicos.

3.3 Avaliacdo da morbimortalidade

Para verificar a porcentagem de sobrevida dos animais que passaram
pela inducdo da sepse ou nao, estes foram observados durante um periodo de 15
dias de 12 em 12 horas.

Ja para a avaliacdo da gravidade da sintomatologia a sepse, 0s animais
foram submetidos a um escore clinico, conforme descrito por Shrum et al. (2014),
em que os animais foram avaliados dentro de suas gaiolas, as cegas, por dois
observadores nos periodos de 0 (antes da inducdo ou ndo da sepse), 24 e 48
horas, 7 e 15 dias ap0s o procedimento cirlrgico para a inducao ou ndo da sepse,
respectivamente. A avaliacdo consistiu na classificacdo em niveis de gravidade
de 0 a 4, onde 0 compreende a menor gravidade e 4 a maior gravidade, utilizando
como parametro as seguintes variaveis: aparéncia (grau de piloerecao); nivel de
consciéncia; atividade espontanea; resposta ao toque e a um estimulo auditivo;
olhos (abertos ou fechados; com ou sem secrecdo); e qualidade e frequéncia
respiratoria (respiracao dificil e ofegante) (Shrum et al., 2014).
Ao final da avaliacdo, os valores de classificacao (0 a 4) admitidos para cada uma

das variaveis foram somados e, posteriormente, foi realizada uma média das
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somas totais das avaliacbes dos observadores e o valor médio obtido foi
considerado para cada animal.

3.4 Analise dos pardmetros hemodinamicos e cardiacos

3.4.1 Pressao Arterial

A pressao arterial sistolica (PAS) dos animais controle e sépticos foram
registrados de maneira indireta nos tempos 0 (antes da inducdo ou ndo da sepse),
24, 48 e 72 horas, e 15 dias apés o procedimento cirurgico de inducdo ou ndo da
sepse, por meio da pletismografia de cauda, onde a cauda do animal foi inserida
em um cuff, em que este foi inflado no intuito de captar a pressdo sanguinea na
artéria caudal do animal, caracterizando assim, uma medida indireta de pressao.
Para tal, foi utilizado o pletismégrafo da Panlab Harvard Apparatus.

3.4.2 Ecocardiografia

Para avaliacdo da funcéo cardiaca dos animais, foram realizados exames
ecocardiograficos de alta resolucdo através do equipamento VEVO 2100
transducer (Visual sonics, Toronto, Canada), ap6s 15 dias da inducdo da sepse.
Sendo assim, os animais foram anestesiados com tribromoetanol, colocados em
posicao supina sobre plataforma apropriada e submetidos a tricotomia do térax e
abddémen. A plataforma foi equipada com eletrodos eletrocardiograficos para
monitorizacdo da FC e um sistema de aquecimento para a manutencdo da
temperatura corporal dos animais (do Carmo e Silva et al., 2016).

3.4.3 Eletrocardiografia

O eletrocardiograma (ECG) foi realizado através do posicionamento
subcutaneo de eletrodos de agulha em cada membro, para 0s registros
eletrocardiograficos na derivagcdo DIIl. Primeiramente, os animais foram
anestesiados com isoflurano 1,5% vaporizado através de um compressor de ar

hidratado, mantidos em decubito dorsal, e em seguida o ECG e a FC foram
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monitorados durante um periodo continuo de 30 min por um amplificador de ECG,
digitalizados e armazenados em computador (DATAQ DI400, DI 205, Windaq
PRO). A FC, intervalo PR (PRi), intervalo QT (QTi) e duragédo do complexo QRS
foram medidos em 10 batimentos consecutivos. Uma vez que QTi varia
inversamente com a frequéncia cardiaca, foi corrigido para o coragéo utilizando a
formula de Bazett (QTc = QT / VRR) (Roguin, 2011; Santos-Miranda et al., 2014).

3.4.4 Isolamento e contratilidade dos cardiomidcitos ventriculares

Conforme descrito por Shioya T (2007), os animais foram primeiramente
heparinizados (50U, i.p.) e, apdés 10 minutos, foram eutanasiados, sendo o
coracao rapidamente dissecado e canulado em um sistema Langendorff de
pressao constante através do tronco aértico. Uma solucao de nutricdo de CIB (do
inglés, cell isolation buffer, contendo, em mM: 130 NacCl; 5,4 KClI, 0,5 MgClz; 0,33
NaH2POa4; 22 glicose; 25 HEPES) isenta de calcio pela adicdo de EGTA (0,4 mM)
foi perfundida através do sistema coronario de maneira retrograda de 2 a 5
minutos, no intuito de remover 0 sangue presente nas coronarias e nas camaras
cardiacas. Em seguida, o coracgéao foi perfundido por 5 minutos com a solu¢éo CIB
(sem EGTA) acrescida dos seguintes componentes: 0,3 mM de CaClz; 0,8 mg/mL
de 36 colagenase do tipo Il (Worthington; lote: F8H18381); 0,06 mg/mL de
proteinase tipo XXIII (Sigma Aldrich; lote: SLCF1513) e 0,06 mg/mL de tripsina
(Sigma Aldrich; lote: SLCB7350) (Shioya, 2007).

ApoOs essa etapa inicial denominada digestdo enzimatica, os coracdes
foram seccionados, retirando apenas o0 ventriculo esquerdo, que foi
imediatamente transferido para uma segunda solucdo de CIB (sem EGTA), com
a mesma quantidade das enzimas supracitadas, porém contendo 0,7 mM de

CaClz, durante 7 minutos e mantida aquecida a 37°C.



19

O ventriculo esquerdo, presente na solucdo, foi mecanicamente agitado
utilizando uma pipeta de transferéncia, sendo o sobrenadante filtrado através de
uma malha 200 um e centrifugado a 1000 rpm por 20 segundos. O sobrenadante
dessa solucao, por sua vez, foi descartado e o pellet de células ressuspendido em
solucdo CIB contendo 1,3 mM de CaClz e 2 mg/mL de albumina sérica bovina.
Apo6s 10 min em repouso, a solugdo foi novamente centrifugada e o pellet foi
ressuspendido em solugéao de Tyrode (contendo, em mM: 140 NacCl; 5,4 KCI; 0,5
MgClz; 0,33 NaH2PO4; 11 glicose; 5 HEPES e 1,8 CaClz), onde as células foram
mantidas por até 5h a temperatura ambiente para realizacdo dos experimentos
(Shioya, 2007).

Conforme descrito por Joviano-Santos et al. (2016), os cardiomiocitos
ventriculares isolados foram colocados em uma laminula acoplada a uma camara
contendo um par de eletrodos paralelos. Esses eletrodos estimulavam
eletricamente com 60V em pulsos bifasicos em 1Hz por 4ms, no intuito de
promover a contracdo celular. Ao longo do experimento, as células foram
mantidas em solugdo de Tyrode a temperatura ambiente (25°C/30°C), sendo
monitoradas através de uma camera CCD MCS100 (lonOptix, Milton, MA, EUA),
e as imagens adquiridas foram usadas para medir o encurtamento do
cardiomidcito (indice de contratilidade) em resposta ao estimulo elétrico utilizando
um sistema de video detector de bordas (lonoptix, Milton, MA, USA) previamente
calibrado para a objetiva utilizada.

O encurtamento das células foi calculado com base na saida obtida do
sistema lonWizard A/D do conversor analdgico-digital de deteccdo de bordas.
Foram utilizadas para realizar a média de contracdo de uma determinada célula,

cerca de 5 a 10 contracdes consecutivas (Joviano-Santos et al., 2016).
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3.4.5 Funcéao cardiaca Ex-Vivo — Langendorff

Para avaliar a funcdo cardiaca, ex vivo, foi utilizada a técnica de
Langendorff (Skrzypiec-Spring et al., 2007). Para executar essa técnica, 0s
animais foram eutanasiados por decapitacdo, 10 minutos apés aplicacdo de
heparina (1000 Ul/kg; i.p.). Foi realizada a abertura da cavidade torécica, o
coracdo foi retirado e conectado imediatamente a um sistema de perfusao
retrograda, via aorta por meio de uma agulha de aco inoxidavel capaz de levar a
solugéo nutridora de Krebs com a seguinte composi¢ao (em mmol/l): 135,0 NacCl,
5,0 KCI; 1,17 KH2POg4; 2,5 CaClz; 1,4 MgSOa4; 20,0 NaHCOgs; 11,0 glicose, as
artérias coronarianas.

Os coracgdes foram perfundidos com fluxo constante e aerados com mistura
carbogénica (95% O2 e 5% CO2, White Martins, Brasil), a uma temperatura de
36,5°C. Para analisar os parametros de contratilidade, o atrio esquerdo foi retirado
e um baldo de latex, conectado a um transdutor de presséo, foi introduzido até a
camara do ventriculo esquerdo. Apds introduzido, o baldo foi inflado entre 90-100
mmHg a fim de captar a contratilidade do miocéardio. Cerca de 30 minutos de
estabilizacao foi realizado e, entdo, os valores basais de pressao desenvolvida
pelo ventriculo esquerdo (PDVE), a FC e as derivadas de pressao pelo tempo
(dP/dt), maxima e minima, foram registrados pelo transdutor de presséo acoplado
ao baldo inserido na camara ventricular esquerda. Os registros foram realizados
pelo software AQCAD 2.2.4. e interpretados pelo software ANCAD.

Apés a realizacdo do registro dos parametros basais supracitados, foi

realizada uma curva dose-resposta para isoprenalina (101° a 10° M) a fim de
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provocar desafio farmacoldgico nos coragfes, analisando assim, a funcao

cardiaca submetida ao estresse.

3.5 Analise da funcao vascular

Apoés 15 dias da inducédo da sepse, os animais foram eutanasiados por
decapitacéo e a porcgao toracica da aorta foi isolada, sendo posteriormente limpa
de todo o tecido adiposo perivascular e seccionada em quatro anéis de
aproximadamente 3-4 mm de comprimento.

As aortas foram transferidas para uma placa de Petri contendo solucéo
fisiologica de Krebs, com a seguinte composicdo (em mmol/l): 135,0 NaCl; 5,0
KCI; 1,17 KH2POg; 2,5 CaClz; 1,4 MgSO4; 20,0 NaHCOs; 11,0 glicose. Apos a
seccdo da aorta, inseriram-se dois ganchos metalicos triangulares no limen dos
anéis para produzir tenséo, conforme demonstrado na Figura 3. Um dos ganchos
foi conectado a um suporte fixo e o outro a um ajustavel que estava conectado a
um transdutor para registro de forca (tenséo). A tenséo foi registrada através de
transdutor isométrico acoplado a um poligrafo. O sistema foi montado em banho
para 6rgao isolado contendo 10ml de solucéo fisiolégica de Krebs, sob pH 7,4 e
temperatura de 37°C, aerados constantemente com mistura carbogénica (95%
02 e 5% CO2, White Martins, Brasil). As preparacdes permaneceram em repouso
por 60 minutos sob tenséo basal constante de 3,9 milinewtons (mn), que equivale
a 0,4 gramas (g), e durante este periodo foram lavadas com a solucao fisiol6gica
em intervalos de 15 minutos a fim de evitar o acimulo de metabdlitos e restaurar

os niveis de glicose requeridos para o0 metabolismo vascular.
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Figura 3: Representagéo esquemética dos banhos para orgéo isolado utilizados em

estudos de reatividade vascular (Yildiz et al., 2015).

3.5.1 Avaliacdo da viabilidade da preparacdo, integridade endotelial e possiveis

vias envolvidas

ApGs o periodo de estabilizagéo, os anéis foram estimulados com cloreto
de potassio (KCI — 9x102 mol/l) com o objetivo de determinar se as preparacées
estavam viaveis. A presenca de endotélio funcional, por sua vez, foi verificada
pela adicdo de acetilcolina (ACh - ECso: 10 mol/l) apds pré-contragdo induzida
com fenilefrina (Phe — ECso 10°" mol/l). A integridade da camada endotelial foi
considerada em preparacbes que apresentaram, no minimo, 80% de

relaxamento para ACh.
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Posteriormente ao teste de viabilidade, foi avaliado o perfil de resposta
vascular para todos os grupos, tanto perfil vasoconstritor (Phe — 10-*° até 10
mol/l/ KCI 0,01 a 0,12 mol/l), quanto vasodilatador (ACh — 10° até 10* mol/l)
através de curvas concentracdo-resposta. Apds a definicdo desse perfil,

possiveis vias envolvidas na resposta foram avaliadas.

3.5.2 Investigacao do efeito da sepse na reatividade vascular em sobreviventes a

esse quadro.

> Avaliacdo do envolvimento de derivados da enzima conversora de

angiotensina (ECA) na resposta vascular em camundongos sobreviventes

~

a sepse.
Anéis de aortas de camundongos foram incubados por 30 minutos com
captopril (10 mol/L), inibidor da ECA, e, em seguida, foram realizadas curvas

cumulativas concentracao-resposta para fenilefrina (101° mol/L - 10 mol/L).

> Verificar a participacdo dos receptores AT1 na hiperreatividade vascular em

animais sobreviventes a sepse

Aortas de camundongos foram incubados ou ndo por 30 minutos com
losartana (10 mol/L), antagonista seletivo do receptor AT1, e, em seguida,
foram realizadas curvas cumulativas concentragao-resposta para fenilefrina (10

10 mol/L - 10 mollL).
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> Verificar o envolvimento de anions superdxido (0O,) na hiperreatividade

induzida pela sepse

Anéis de aortas de camundongos incubados ou ndo por 30 minutos com
tiron (10 mol/L), sequestrador seletivo de O, foram submetidos & curvas

cumulativas concentragéo-resposta para fenilefrina (10° mol/L - 10 mol/L).

> Investigar o envolvimento da NADPH oxidase na hiperreatividade induzida

em animais sobreviventes a sepse

Curvas cumulativas concentracdo-resposta para fenilefrina (1071 mol/L -
104 mol/L) foram realizadas em anéis de aortas de camundongos, incubados
ou ndo por 30 minutos com apocinina (10 mol/L), inibidor seletivo da enzima

NADPH oxidase.

> Verificar o envolvimento da enzima xantina oxidase na hiperreatividade

induzida em animais sobreviventes a sepse

Anéis de aortas de camundongos foram incubados ou nao por 30 minutos
com alopurinol (10 mol/L), inibidor seletivo da enzima xantina oxidase, e em
seguida, foram realizadas curvas cumulativas concentragdo-resposta para

fenilefrina (1071° mol/L - 10 mol/L).
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> Avaliar o envolvimento de derivados da enzima Ciclooxigenase (COX) na

hiperreatividade vascular induzida em animais sobreviventes a sepse

Para isso, foram realizadas curvas cumulativas concentracao-resposta
para fenilefrina (101° mol/L - 10 mol/L), em aortas incubadas ou ndo por 30

minutos com ibuprofeno (10 mol/L), que é inibidor ndo-seletivo da COX.

> Avaliar qual isoforma da enzima COX estaria envolvida na hiperreatividade

induzida em animais sobreviventes a sepse

Anéis de aortas de camundongos foram incubados ou nao por 30 minutos
com mofezolac (10 mol/L), inibidor seletivo da COX-1, ou nimesulida (10°
mol/L) inibidor seletivo da COX-2 e, em seguida, foram realizadas curvas

cumulativas concentracdo-resposta para fenilefrina (101° mol/L - 10* mol/L).

> Verificar o0 envolvimento de receptores para tromboxano, para

prostaglandina E2 e Faq na hiperreatividade vascular induzida pela sepse

Curvas cumulativas concentracéo-resposta para fenilefrina (101° mol/L -
104 mol/L) foram realizadas em anéis de aorta incubados ou ndo por 30 minutos
com seratrodaste (10 mol/L), antagonista do receptor para tromboxano, ou
AH6809 (10° mol/L), antagonista do receptor para prostaglandina Ez e

prostaglandina Fza.
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> Avaliar se o tratamento, in vivo, com captopril reverte a hiperreatividade

vascular encontrada nos animais sobreviventes a sepse

Os animais foram tratados por 3 dias com uma dose diaria de captopril
(10 mg/kg), por gavagem, em que a primeira dose foi administrada
imediatamente apds a cirurgia de inducdo da sepse, e as demais doses foram
administradas 24 e 48 horas depois. As doses foram administradas em ambos

0S grupos, sham e séptico.

Curvas cumulativas concentracio- resposta para fenilefrina (10" mol/L -
104 mol/L), foram realizadas nas aortas dos animais tratados apos 15 dias de

inducao da sepse.

> Verificar se o tratamento, in vivo, com propranolol é capaz de reverter as

respostas cardiovasculares verificadas nos animais sobreviventes a sepse

Os animais foram tratados por 3 dias com uma dose diaria de propranolol
(10 mg/kg), via intraperitoneal, em que a primeira dose foi administrada 30
minutos ap6s a cirurgia de inducdo da sepse, e as demais doses foram
administradas 24 e 48 horas depois. As doses foram administradas em ambos

0S grupos, sham e séptico.

Apos 15 dias de inducéo da sepse, foram realizadas curvas cumulativas
concentragdo-resposta para fenilefrina (1071° mol/L - 10 mol/L), bem como a
analise da funcdo cardiaca através do eletrocardiograma e a contracédo de

cardiomiocitos.
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3.6 Analise Estatistica

As analises dos resultados foram realizadas no programa Graphpad Prism
7 (Graphpad Software Corporation, versdo 7). As determinacdes da
EC50 (concentracdo que produz 50% da resposta maxima) e do efeito maximo
(Emax) foram realizadas utilizando o método de regressao nao linear dos minimos
guadrados (Meddings et al., 1989). Para a analise da poténcia, foi utilizado o valor
de pD:2 (-log EC50). Tanto os valores de pD2 quanto de Emax foram expressos
como média = erro padrdo médio (EPM). A diferenca entre as médias dos
resultados encontrados neste estudo foi obtida utilizando a analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguida do poés-teste de Holm-Sidak. Os

resultados foram considerados estatisticamente diferentes quando p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Analise da morbimortalidade dos animais submetidos ou ndo a inducao

de sepse
Podemos observar na Figura 4A que 0s animais que passaram pela

inducdo da sepse, apresentaram uma taxa de sobrevida de 66% enguanto 0s
animais sham apresentaram sobrevida de 100%. Dos 34% dos animais que
morreram apos a inducéo da sepse, 25% morreram nas primeiras 24 horas. Além
disso, podemos observar na Figura 4B, através da analise do escore clinico dos
animais, que aqueles que foram submetidos a sepse apresentam um escore
clinico elevado nas primeiras 48 horas, quando comparado aos animais do grupo

controle, escore esse que se iguala entre os grupos, apos 7 dias de inducao ou

nao da sepse.
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Figura 4: Gréaficos de morbimortalidade dos animais que passaram ou ndo pelainducéo da
sepse. A- Porcentagem de sobrevida. Andlise da sobrevida dos camundongos submetidos ou
ndo a sepse. B- Escore clinico. Andlise do nivel de gravidade da sepse induzida em
camundongos. (n= 45-71) *representa diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao resultado
observado no grupo sham.
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4.2 Alteracdo da pressdo arterial sistdlica dos animais submetidos a

inducdo ou ndo de sepse

A pressao sistdlica de ambos grupos, sham e sobreviventes a sepse,
reduziu significativamente nas primeiras 24 horas ap0s a cirurgia de indugéo ou
nao da sepse, sendo que a pressao dos animais do grupo sham comecou a
restaurar no segundo dia, enquanto a pressao dos animais sobreviventes a sepse
(S.S) continuou a reduzir, sendo significativamente diferente no terceiro dia pos
inducéo da sepse, quando comparado ao grupo controle. No 15° dia pds-cirurgia,

a pressao de ambos 0s grupos se mostraram equivalentes (Figura 5).
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Figura 5: Avaliacdo temporal da pressao arterial sistélica dos grupos sham e sobreviventes
a sepse. Pressao sistélica aferida durante a fase aguda (primeiras 72 horas) e no 15° dia apds a
inducéo ou ndo da sepse. Cada circulo/barra representa a média + EPM da presséo sistolica obtida
para um n de sham e sobreviventes a sepse (n=5-9). *representa diferenca significativa (p<0,05)
em relacao ao grupo sham.

4.3 Animais sobreviventes a sepse apresentam prejuizo da funcdo cardiaca

As analises ecocardiograficas representadas graficamente na Figura 6
demonstram que o animal sobrevivente a sepse apresenta uma redu¢éo do débito

cardiaco (Figura 6A), bem como uma reducao tanto na fracdo de encurtamento
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(Figura 6B) quanto na fracdo de ejecédo (Figura 6C) com aumento do volume
sistdlico final (Figura 6D) e sem alteracdo do volume diastdlico final (Figura 6E).
Em conjunto, esses resultados demostram que ha uma falha na ejecao de sangue
do ventriculo esquerdo do coragdo dos sobreviventes a sepse, caracterizando
assim, um prejuizo da funcdo cardiaca. Além disso, esses achados mostram que
ndo ha alteragdo no tamanho das camaras tanto na sistole, quanto na diastole

(Figuras 6F e 6G).
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Figura 6: Avaliacdo da funcdo cardiaca de camundongos por ecocardiograma. Andlise
ecocardiogréfica da funcdo cardiaca de animais sham e sobreviventes a sepse. A. Débito
cardiaco; B. Fracdo de encurtamento; C. Fracao de eje¢do; D. Volume sistdlico final; E. Volume
diastolico final; F. Tamanho da camara em diastole; G. Tamanho da camara em sistole. (n=4-5)
*representa diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo sham.
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4.4 Cardiomidcitos dos animais sobreviventes a sepse apresentam reducao

da contratilidade

Uma vez identificado um prejuizo da funcdo cardiaca registrada pelo
ecocardiograma, sera que essa insuficiéncia cardiaca estaria relacionada com a
funcionalidade dos cardiomidcitos? (Figura 7). Verificamos que o tempo que a
célula leva tanto para contrair quanto para relaxar, como mostrado nas Figuras 7B
e 7C, respectivamente, € menor no grupo sobrevivente a sepse quando
comparado ao grupo sham.

Além dessa reducdo do tempo de contracdo e relaxamento, foi também
encontrado uma reducdo na fracdo de encurtamento dos cardiomiocitos dos
animais sobreviventes a sepse em relacdo aos animais sham, o que indica que a
contracao da célula cardiaca visualizada no animal sobrevivente a sepse € menor
do que a observada no grupo controle (Figura 7A). Esses resultados confirmam
gue a funcéo cardiaca dos animais sobreviventes a sepse esta prejudicada, e esse

prejuizo esta relacionado diretamente a funcionalidade do cardiomidcito.
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Figura 7: Avaliagdo da fungdo dos cardiomiécitos. Andlise da contragdo e relaxamento de
cardiomiécitos. A. Tamanho da célula em estado basal; B. Tempo de contracao do cardiomiécito;
C. Tempo de relaxamento do cardiomiécito; D. Velocidade méxima de contragdo do cardiomidcito
(50% e 90% de toda a contracdo do cardiomidcito); E. Velocidade méaxima de relaxamento do
cardiomiécito (50% e 90% de todo o relaxamento do cardiomidcito); F. Fracdo de encurtamento.
do cardiomidcito; (n=27-32) *representa diferenca significativa (p<0,05) em relag&o ao grupo sham.
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Figura 7: Avaliagdo da fun¢do dos cardiomiécitos. Andlise da contragdo e relaxamento de
cardiomiécitos. G. Tragado representativo da contracdo de cardiomiécito de ambos os grupos.

4.5 Coracdo de animais sobreviventes a sepse prolongam o tempo para

inicio de repolarizacdo ventricular

A analise do eletrocardiograma representada pela Figura 8, demonstrou que
nao houve alteracdo no periodo de contracao atrial (Figura 8A), bem como néo
houve alteracédo no periodo de contracdo ventricular (Figura 8B) e no periodo de
repolarizacdo ventricular (Figura 8D) entre os grupos analisados. Apesar disso,
houve um prolongamento do QT corrigido (Figura 8C) no cora¢do dos animais
sobreviventes a sepse, que pode se justificar por um aumento da regido ST,
representada na Figura 9, periodo que corresponde ao fim da sistole ventricular
e inicio da repolarizacdo. Além disso, o eletrocardiograma demonstrou um

aumento da frequéncia cardiaca nos animais sobreviventes a sepse quando

comparada ao grupo sham (Figura 8E).
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Figura 8: Eletrocardiograma realizado no grupo sham e sobreviventes a sepse. Analise da
condugédo elétrica do coragdo dos camundongos submetidos ou ndo a inducdo de sepse. A.
Intervalo PR — Contracdo atrial; B. Complexo QRS — Contra¢do ventricular; C. Curva T —
Repolarizagéo ventricular; D. Intervalo QT corrigido- corresponde ao periodo do inicio da contragao
ventricular até o final da repolarizagao ventricular; E. Frequéncia cardiaca; n=(5-12) *representa
diferenca significativa (p<0,05) em relag&o ao grupo sham.
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Figura 9: Representacdo esquemética de um eletrocardiograma normal. Fonte:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:EKG Complex_pt.png

4.6 Prejuizo da funcao cardiaca dos animais sobreviventes a sepse

avaliada ex vivo.

A Figura 10 representa a avaliacdo da funcao cardiaca realizada a partir
dos experimentos de Langendorff, onde é possivel verificar, primeiramente, que a
pressdo de perfusdo das coronarias no coracdo dos sobreviventes a sepse
encontra-se reduzida quando comparada ao grupo controle (Figura 10A) bem
como foi avaliada a frequéncia cardiaca desses animais, registrando que nao ha
alteracdo desse parametro entre 0s grupos nesse experimento ex vivo (Figura
10B).

O proximo passo, foi avaliar a fungéo do ventriculo esquerdo de ambos os
grupos, sendo possivel verificar, através das Figuras 10C, 10D e 10E, que a
pressdo maxima, minima e a total desenvolvida pelo ventriculo esquerdo

encontram-se reduzidas quando comparadas ao grupo sham, caracterizando um


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:EKG_Complex_pt.png
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prejuizo da funcdo ventricular dos animais sobreviventes a sepse, corroborando
com os resultados anteriores que demonstram o prejuizo da fun¢éo cardiaca.

Quando foi avaliada a derivada da presséo (dP) pela derivada do tempo
(dT), ou seja, a pressao exercida pelo ventriculo esquerdo em um determinado
intervalo de tempo, tanto a dP/dT maxima quanto minima representada pela
Figura 10F, demonstram um prejuizo da funcdo do ventriculo esquerdo dos
animais sobreviventes a sepse, quando comparados aos animais do grupo
controle.

Uma vez confirmado que em situacéo fisiol6gica basal, o cora¢do do animal
sobrevivente a sepse apresenta um prejuizo de sua fun¢do quando comparado
ao coracao dos animais do grupo controle, o proximo passo foi verificar como o
coracdo de ambos os grupos responderiam quando fossem submetidos ao
estresse.

Para tal, as Figuras 10G, 10H e 10l representam, respectivamente, a
pressao total desenvolvida pelo ventriculo esquerdo e a dP/Dt maxima e minima
em uma situacao de estresse farmacoldgico induzido pela isoprenalina. Podemos
confirmar entédo, que quando os corag¢des sao submetidos ao estresse, a redugao
da funcdo do ventriculo esquerdo que era observada no basal permanece no
grupo sobrevivente a sepse, quando comparada ao grupo controle, deixando claro
que o coracdo do animal sobrevivente a sepse ndo consegue responder de
maneira eficiente quando o coracdo € submetido a uma situacdo em que €

necessario um maior trabalho cardiaco.
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Figura 10: Prejuizo da funcdo ventricular esquerda tanto no estado basal quanto submetido
ao estresse dos animais sobreviventes a sepse. Analise da funcéo cardiaca avaliada ex vivo
nos corac¢des dos camundongos submetidos ou ndo a indugéo da sepse. A. Pressdo de perfusdo
do coragdo. B. Frequéncia cardiaca. C. Pressdo maxima desenvolvida pelo ventriculo esquerdo.
D. dP/dT maxima desenvolvida pelo ventriculo esquerdo. E. dP/dT minima desenvolvida pelo

ventriculo esquerdo.



39

F 40 50- p* <0,001 H.
= 1.k ° i
jE: 30 l & ll ;m 404 5 Log [Isoprenalina)] (M)
£ £ o 109 8 -7 6 5 -4
3 I B 204 © © 2 01 Ggoog
o 10 I > 2 g Q
Py —gOEI 5 < I L 2 oo
= 5 ©OD % 104 o5 S 9 P9oo??
559 s 0% € 500 ~1rr-
g%o g o
109 -8 -7 6 -5 -4 0 > 2 ~ %
o & E o9
& g -1000 ??9
Log [Isoprenalina)] (M) e
1500
G. p*=0,001
1750 2 000+ SHIM.! S.IS
0 3 o 2 o0
5 19 554 T 15001 T L3
L 1250, 1 I E 5 1 E  -5001 hid
€ 1000] 1 _£ 1000 5
F 750 l 71 g g 1000 o ’
2 500 lg c';logj)l 2 500 E ° 5
S 250 % 8 g 00 &
oL 8- ?'joo ___u 0 \!L t_DI w .1 500- ©
-10-9 -8 -7 -6 -5 -4 c:%v ) p* = 0,003
Log [Isoprenalina] (M)

Figura 10: Prejuizo da funcdo ventricular esquerda tanto no estado basal quanto submetido
ao estresse dos animais sobreviventes a sepse. Analise da funcéo cardiaca avaliada ex vivo
nos coragdes dos camundongos submetidos ou ndo a inducdo da sepse. F. Pressdo maxima
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo sob desafio com isoprenalina. G. dP/dT méxima
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo sob desafio com isoprenalina. H. dP/dT minima
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo sob desafio com isoprenalina. (n=5) *representa diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo sham.

4.7 Animais sobreviventes a sepse apresentaram aumento da resisténcia

vascular via ativacdo do SRAA e mediadores inflamatoérios

A resposta de contracdo induzida por fenilefrina (Phe), vasoconstritor
dependente de receptor, em anéis de aorta, foi maior para os animais do grupo
sobrevivente a sepse quando comparados aos do grupo sham, apresentando um
aumento significativo dos valores de Emax sem alteragéo de pD2 (Figura 11A e
11B - Sham — Emax: 3.1+0.24 / pD2: 6.8+0.17 n=15. S.S - Emax: 4.0+0.23 / pDz2:
7.21£0.11 n=13). J4 para a resposta de contracdo induzida por KCI, vasoconstritor

independente de receptor, ndo ha alteracdo de Emax e pD2 (Figura 11C e 11D -
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Sham — Emax: 4.6+0.3 / pD2: 1.5+0.02 n=6. S.S - Emax: 4.2+0.2 / pD2: 1.6+0.02
n=6). Logo, esse aumento da resposta vasoconstritora encontrada no
sobrevivente a sepse é uma resposta receptor-dependente, uma vez que sO

houve alteracdo do perfil de contracdo para Phe e ndo para KCI.
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Figura 11: Efeito da sepse sob a resposta vascular em aortas de camundongos. Andlise da
funcdo vascular em camundongos submetidos ou n&o a inducdo de sepse. A-B-C. Curvas
concentracao-resposta para Phe, KCl e ACh, realizadas em aortas de camundongos e valores de
Emax e pD:2 obtidos respectivamente, em aortas isoladas. Cada barra representa a média + EPM
obtida em preparacfes independentes. (n= 6-15). *representa diferenca significativa (p<0,05) em
relagéo ao resultado observado no grupo sham.
As curvas para ACh representadas na Figura 11B, confirmam que os

animais sobreviventes a sepse néo apresentam disfuncao endotelial, uma vez

que nao houve diferencga significativa de Emax e pD2entre os grupos (Sham —

Emax: 101.2+4.7 / pD2: 7.2+0.22 n=6. S.S - Emax: 91.4+3.3 / pD2: 6.8+0.18 n=8).

Avaliando a participacao do SRAA no aumento da contracdo vascular nas

aortas dos animais sobreviventes a sepse, incubamos esses vasos com captopril,

D.
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inibidor n&o seletivo da ECA. Os resultados demonstrados pelas Figuras 12A e
12B, confirmam que os derivados ECA estdo envolvidos nesse aumento de
resisténcia, pois na presenca de captopril esse aumento € revertido a uma
resposta de contragdo semelhante a do grupo sham (Sham Captopril — Emax:
2.440.13 / pD2: 7.2+0.13 n=6. S.S Captopril- Emax: 3.0+0.22 / pD2: 7.3+0.13
n=10).

Uma vez que derivados da ECA estdo envolvidos no aumento da
resisténcia vascular nos animais sobreviventes a sepse, o proximo passo foi
avaliar a participacdo dos receptores AT1 nessa resposta. Para isso, foi utilizado
um antagonista seletivo desses receptores (losartana). Na presenca de losartana,
assim como para captopril, 0 aumento da resposta de contracéo induzida por Phe
foi abolido, confirmando a participacdo dos receptores ATi nessa resisténcia
vascular aumentada dos animais sobreviventes a sepse (Sham Losartana— Emax:
2.940.13 / pD2: 6.9840.16 n=5. S.S Losartana - Emax: 2.8+0.25 / pD2: 7.25+0.19

n=>5).
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Figura 12: Participacdo do SRRA no aumento da resisténcia vascular adrtica de animais
sobreviventes a sepse. Analise da via envolvida na hiperreatividade vascular encontrada em
camundongos sobreviventes a sepse A-B- Curvas concentracao-resposta para Phe na presenca
e auséncia de captopril e losartana e valores de Emax e pD2 obtidos para Phe, na presenca e
auséncia de captopril e losartana, respectivamente, em aortas isoladas. Cada barra representa a
média + EPM obtida em preparacdes independentes. (n= 5-15) *representa diferenca significativa
(p<0,05) em relacéo ao resultado observado no grupo sham, post-séptico captopril e losartana.

Confirmada a participacdo do SRAA e dos receptores AT1no aumento da
resisténcia vascular dos animais sobreviventes a sepse, e sabendo também que
a ativacao de receptores ATi pode levar ao aumentando a produgéo de EROs,
como por exemplo anions superoxido (O2) que sdo potentes vasoconstritores, 0
préximo passo foi verificar o envolvimento do Oz  na resposta verificada nos
animais sobreviventes a sepse (Lassegue et al.,, 2001). Podemos confirmar

através da Figura 13A , que Oz esta envolvido no aumento da resisténcia vascular
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nos sobreviventes a sepse, pois na presenca de tiron, sequestrador de Oz, a
contragdo induzida para Phe é revertida, sendo semelhante a do grupo sham +
tiron (Sham Tiron — Emax: 2.6£0.24 / pD2: 7.5+0.12 n=5. S.S Tiron - Emax:
2.8840.19 / pD2: 7.3+£0.18 n=7).

Visto que o Oz esta envolvido na hiperreatividade vascular encontrada no
sobrevivente a sepse, investigamos qual enzima poderia ser a responsavel pela
sua producgdo. Sabendo que a NADPH oxidase é uma das enzimas que levam a
producdo de Oz , e, além disso, a ativacdo de receptores ATi1 pode levar
consequentemente a ativagdo desta enzima, incubamos as aortas com apocinina,
inibidor da NADPH oxidase. N6s verificamos, como demonstrado na Figura 13B,
que a atividade dessa enzima néo estava envolvida na hiperreatividade vascular
encontrada no sobrevivente a sepse, uma vez que sua inibicao nao foi capaz de
reverter essa hiperreatividade (Sham Apocinina — Emax: 1.98+0.11 / pDz2:
7.3440.12 n=6. S.S Apocinina - Emax: 2.85+0.24 / pD2: 7.4+0.09 n=5).

Como a NADPH oxidase nao € a responsavel pelo envolvimento do Oz na
hiperreatividade encontrada no sobrevivente a sepse, avaliamos outra enzima que
também leva a producgéo de Oz, a xantina oxidase. Para tal, incubamos as aortas
com Alopurinol, inibidor dessa enzima. A partir dessa incubacdo, podemos
confirmar o envolvimento desta enzima na hiperreatividade vascular dos animais
sobreviventes a sepse, uma vez que, como pode ser visualizado na Figura 13C,

na presenca de Alopurinol, a hiperreatividade observada no grupo sobrevivente a
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sepse é revertida (Sham Alopurinol — Emax: 2.1+0.2 / pD2: 6.79+0.25 n=5. S.S

Alopurinol - Emax: 2.2+0.2 / pD2: 6.85+0.3 n=6).
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Figura 13: Andalise do envolvimento de O2 e enzimas responsaveis por sua producdo no
aumento da resisténcia vascular adrtica de animais sobreviventes a sepse. Andlise da via
envolvida na hiperreatividade vascular encontrada em camundongos sobreviventes a sepse. A-B-
C- Curva concentracéo-resposta para Phe na presenca e auséncia de tiron/apocinina/alopurinol
realizadas em aortas de camundongos e valores de Emax e pD:2 obtidos para Phe,
respectivamente. Cada barra representa a média + EPM obtida em prepara¢fes independentes.
(n=5-15) *representa diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao resultado observado no grupo
sham e sobrevivente a sepse tiron/apocinina/alopurinol.

Sabendo que a ativacdo de receptores ATi1 e 0 Oz estdo envolvidos no
aumento da resposta de contracdo dos animais sobreviventes a sepse, e que
ambos podem promover a ativacdo da enzima ciclooxigenase (COX), levando a
producao de fatores vasoconstritores, investigamos a participacdo da COX nesse
efeito (Virdis et al., 2007). Logo, na presenca de ibuprofeno, inibidor ndo seletivo
da COX, o aumento da contracdo visualizada nos animais sobreviventes a sepse
é revertida, se igualando a resposta do grupo sham também na presenca de
ibuprofeno, confirmando o envolvimento de derivados da COX nesse aumento da

resisténcia vascular (Figura 14A - Sham lbuprofeno— Emax: 3.0+0.22 / pDa2:

7.2+0.11 n=7. S.S lbuprofeno - Emax: 3.0+0.27 / pD2: 7.5+0.14 n=7).
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Figura 14: Avaliacdo da participacdo da enzima COX e suas isoformas no aumento da
resisténcia vascular adrtica de animais sobreviventes a sepse. A-B-C. Analise da via
envolvida na hiperreatividade vascular encontrada em camundongos sobreviventes a sepse Curva
concentracdo-resposta para Phe na presenca e auséncia de ibuprofeno/mofesolac/nimesulida,
realizadas em aortas de camundongos e valores de Emax e pD:z obtidos respectivamente. Cada
barra representa a média + EPM obtida em preparacdes independentes. (n=5-15) *representa
diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao resultado observado no grupo sham e S.S
ibuprofeno/mofesolac/nimesulida.

Apos confirmado o envolvimento da COX, partimos para a investigacéo de
qual isoforma da enzima estaria envolvida nessa resposta encontrada no
sobrevivente a sepse, e para isso incubamos as aortas com inibidores seletivos
da COX-1 (Mofesolac) e COX-2 (Nimesulida). Conforme demonstrado na Figura
14, confirmamos o envolvimento de ambas as isoformas COX-1 e COX-2,
respectivamente, uma vez que o aumento da resposta contratil encontrada no
sobrevivente a sepse € revertida em ambas as incubacdes (Figura 14B - Sham
Mofesolaque— Emax: 2.5+0.14 / pD2: 7.5+0.27 n=6. S.S Mofesolaque - Emax:
2.940.2 / pD2: 7.4+0.01 n=4/5; Figura 14C - Sham Nimesulida— Emax: 2.2+0.16 /

pD2: 7.31+0.1 n=5. S.S Nimesulida - Emax: 2.2+0.2 / pD2: 7.23+0.07 n=6).
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Até o momento, conseguimos comprovar o envolvimento do SRAA na
hiperreatividade vascular nos sobreviventes a sepse, derivados da ECA e
receptores AT1, bem como comprovamos o envolvimento de anions superoxido,
enzima xantina oxidase e das enzimas COX-1 e COX-2. Por fim, a ultima parte
dessa via que fomos investigar foram os possiveis fatores derivados da COX, que
estariam envolvidos nessa hiperreatividade vascular dos animais sobreviventes a
sepse. Para isso, as aortas foram incubadas com antagonistas seletivos dos
receptores para tromboxano (seratrodaste) e para prostaglandinas E2 e F2a
(AH6809).

Apébs a incubacdo com esses antagonistas seletivos, podemos confirmar,
como mostrado na Figura 15, que a hiperreatividade vascular encontrada nos
sobreviventes a sepse depende tanto da ativagdo dos receptores para
tromboxano, quanto da ativacdo dos receptores para prostaglandina E2 e F2aq,
uma vez que, na presenca desses antagonistas, a hiperreatividade antes
visualizada para o0 grupo sobrevivente a sepse, é revertida (Figura 15A - Sham
Seratrodaste— Emax: 2.444+0.1 / pD2: 7.2+0.1 n=5. S.S Seratrodaste - Emax:

2.71£0.3 / pD2: 7.0+0.22 n=10; Figura 15B - Sham AH6809— Emax: 2.3+0.2 / pDz:

6.8+0.2 n=5. S.S AH6809 - Emax: 2.5+0.1 / pD2: 6.8+0.4 n=6).
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Figura 15: Envolvimento de tromboxano e prostaglandina Ex e F2a no aumento da
resisténcia vascular aértica de animais sobreviventes a sepse. A-B. Andlise da via envolvida
na hiperreatividade vascular encontrada em camundongos sobreviventes a sepse Curva
concentracdo-resposta para Phe na presenca e auséncia de seratrodaste/AH6809, realizadas em
aortas de camundongos e valores de Emax e pD: obtidos para Phe respectivamente. Cada barra
representa a média £+ EPM obtida em prepara¢@es independentes. (n=5-15). *representa diferenca
significativa (p<0,05) em relacdo ao resultado observado no grupo sham e S.S
seratrodaste/AH6809.



48

4.8 Avaliacdo da resposta vascular dos animais submetidos ou ndo a sepse

apos do tratamento com Captopril ou Propranolol

Apoés a confirmacdo dos fatores envolvidos na hiperreatividade vascular,
sendo que um desses fatores € o envolvimento do SRAA, investigamos se 0
tratamento dos animais durante a fase aguda com um inibidor da ECA, seria capaz
de impedir essa hiperreatividade vascular nos animais sobreviventes a sepse.
Podemos verificar na Figura 16 que o tratamento com captopril ndo foi capaz de
impedir a hiperreatividade vascular encontrada nos animais que sobreviveram a
sepse (Figura 16 - Sham Tratado com Captopril- Emax: 1.8+0.16 / pD2: 6.8+0.3

n=5. S.S Tratado com Captopril

Emax: 3.440.2 / pD2: 7.0+£0.3 n=6).
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Figura 16: Tratamento com captopril durante a fase aguda da sepse, ndo reverte
hiperreatividade vascular encontrada nos sobreviventes a sepse. Avaliacdo do tratamento
com captoprii na reversdo da hiperreatividade vascular encontrada em camundongos
sobreviventes a sepse. Curva concentracdo-resposta para Phe realizadas em aortas de
camundongos tratados com captopril e valores de Emax e pD:2 obtidos respectivamente. Cada
barra representa a média + EPM obtida em prepara¢gdes independentes. (n=5-15). *representa
diferenca significativa (p<0,05) em relacéo ao resultado observado no grupo sham e sham tratado
com captopril.

Uma vez que o tratamento com captopril ndo foi capaz de reverter a
hiperreatividade, resolvemos investigar se 0 uso de um antagonista beta nao-

seletivo, no caso o propranolol, era capaz de evitar a hiperreatividade encontrada
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nas aortas dos sobreviventes a sepse, bem como evitar o prejuizo da fungéo
cardiaca encontrada nestes animais. Podemos confirmar na Figura 17 que o
tratamento com propranolol durante a fase aguda da sepse, foi capaz de impedir
0 aumento da contratilidade vascular encontrada nos animais sobreviventes a

esse quadro (Figura 17- Sham Tratado com Propranolol — Emax: 2.6+0.29 / pDz:

7.1£0.3 n=6. S.S Tratado com Propranolol - Emax: 2.7+0.2 / pD2: 7.1+£0.15 n=8).
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Figura 17: Tratamento com propranolol durante a fase aguda da sepse, impede a

hiperreatividade vascular encontrada nos animais sobreviventes a sepse. Avaliacdo do
tratamento com propranolol na reversdo da hiperreatividade vascular encontrada em
camundongos sobreviventes a sepse. Curva concentracdo-resposta para Phe realizadas em
aortas de camundongos tratados com propranolol e valores de Emax e pD:2 obtidos
respectivamente. Cada barra representa a média + EPM obtida em prepara¢fes independentes.
(n=6-15). *representa diferenca significativa (p<0,05) em relag&o ao resultado observado no grupo
sham e sham tratado com propranolol.

Uma vez confirmado, que o tratamento com propranolol foi capaz de
impedir a hiperreatividade vascular anteriormente encontrada nos animais
sobreviventes a sepse, partimos para investigacdo da funcdo cardiaca nos
animais sobreviventes a sepse tratados com o antagonista dos receptores beta.
Primeiramente avaliamos o eletrocardiograma desses animais, e confirmamos
que o tratamento com propranolol foi capaz de impedir as alteracdes

anteriormente (Figura 8D e 8E) encontradas no eletrocardiograma dos animais
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sobreviventes a sepse. Tanto o QT corrigido quanto a frequéncia cardiaca (Figura
18D e 18E) nao foram alteradas quando comparadas aos animais controle
tratados com propranolol, confirmando assim a funcéo preventiva do tratamento.

Além disso, o tratamento com propranolol foi capaz ndo s6 de reverter o
tempo de contracao e relaxamento do cardiomiécito (Figura 19), como aumentou
esse tempo quando comparado ao grupo sham. Apesar dessa melhora, o
tratamento com propranolol ndo foi capaz de melhorar a fracdo de encurtamento
do cardiomidcito do grupo sobrevivente a sepse quando comparado ao grupo

sham (Figura 19 A).
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Figura 18: Eletrocardiograma realizado no grupo sham e sobreviventes a sepse tratados
com propranolol. Avaliagdo do tratamento com propranolol na reversdo das alteracdes
encontradas no ECG de camundongos sobreviventes a sepse. A. Intervalo PR — Contragéo atrial;
B. Complexo QRS — Contracgéo ventricular; C. Curva T — Repolarizacdo ventricular; D. Intervalo
QT corrigido - corresponde ao periodo do inicio da contragdo ventricular até o final da repolarizacéo
ventricular; E. Frequéncia cardiaca; (n=4) *representa diferenca significativa (p<0,05) em relacdo
ao resultado observado no grupo sham tratado.
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Figura 19: Avaliacdo da funcdo dos cardiomiécitos dos grupos sham e sobreviventes a
sepse tratados com propranolol. Avaliacdo do tratamento com propranolol na reversédo das
alterag8es encontradas na contragao dos cardiomidcitos de camundongos sobreviventes a sepse.
A. Fracao de encurtamento do cardiomidcito B. Tempo de contracéo do cardiomidcito (50% e 90%
de toda a contracao do cardiomidcito); C. Tempo de relaxamento do cardiomidcito (50% e 90% de
todo o relaxamento do cardiomidcito); *representa diferenca significativa (p<0,05) em relagao ao
resultado observado no grupo sham tratado.
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5.  DISCUSSAO

Recentemente, a sepse foi incluida pela OMS como prioridade de saude
mundial por causar em média 6 milhdes de Obitos por ano, sendo a maioria dos
casos passiveis de prevencao (WHO, 2016). Apesar do alto nimero de 0bitos,
uma grande parcela dos pacientes sobrevive ao quadro de sepse. Trabalhos
recentes demonstraram que pacientes que sobrevivem a sepse apresentam
maiores riscos para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCVSs)
entre o primeiro e quinto ano apds a infeccdo. Além disso, esses trabalhos
também demonstram um aumento na mortalidade desses pacientes durante esse
periodo pods-infeccdo, tendo os eventos cardiovasculares como a principal causa-
morte (Jafarzadeh et al., 2016; Mankowski et al., 2019; Ou et al., 2016).

Podemos verificar neste estudo, que 0s animais que passaram a inducao
da sepse, apresentaram uma sobrevida de 66% quando comparado aos animais
controle. Esses resultados corroboram com dados da literatura em que modelos
de sepse CLP em camundongos fémeas mostraram uma sobrevida de
aproximadamente 60% (Steinhauser et al., 1999). Além da mortalidade, avaliamos
também o grau de infec¢cdo dos animais através da analise do escore clinico
previamente estabelecido por Shrum et al. (2014), possibilitando uma analise
semi-quantitativa do estado clinico e a gravidade da sepse nos animais
submetidos a sepse polimicrobiana (Shrum et al., 2014)

Os resultados demonstraram que 0s animais que passaram pela indugéo
da sepse apresentaram um maior escore clinico nas primeiras 48 horas quando
comparado aos animais do grupo sham, o que faz todo o sentido, uma vez que é
durante a fase aguda que acontece uma resposta inflamatéria intensa no intuito

de conter o microorganismo invasor.
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Outro parametro importante e caracteristico de um quadro de sepse, é a
queda da pressao arterial durante a fase aguda como demonstrado em ratos
Wistar por Araudjo e colaboradores (2012) (Aradjo et al., 2012). Os resultados
apresentados no presente estudo, demonstram que o grupo sobrevivente a sepse
apresentou uma queda da pressdo arterial sistélica, em que esta foi
significativamente diferente do grupo controle nas primeiras 72 horas apés a
inducéo da sepse, sendo que no 15° dia a presséo ja havia sido restabelecida.
Esses resultados encontrados durante a fase aguda dos animais sépticos,
principalmente nas primeiras 48 horas, corroboram com trabalhos na literatura que
demonstraram a queda da pressao arterial média, sistélica e diastélica e aumento
dos batimentos cardiacos em humanos com sepse, nas primeiras 6 horas pés-
infeccdo (Shashikumar et al., 2017), bem como a queda da pressao arterial em
cdes com sepse induzida por pseudomonas nas primeiras 48 horas pés-infeccao
(Esrig & Fulton, 1975). Até o presente momento, ndo foram encontrados dados
referentes a presséo arterial em modelos crénicos de sepse que corroborassem
com os resultados encontrados neste estudo.

Apbs confirmarmos a ocorréncia da sepse nesses animais e sabendo que
sobreviventes apresentam maior probabilidade de desenvolver DCVs, avaliamos
suas fung¢bes cardiovasculares (Contrin et al., 2013; Jafarzadeh et al., 2016; Ou
et al., 2016). De maneira extraordinaria demonstramos nos resultados discutidos
a sequir, pela primeira vez de acordo com a pesquisa literaria, que um dos efeitos
cronicos da sepse nos animais que sobreviveram a esse quadro € o prejuizo da
funcao cardiaca.

Através do ecocardiograma confirmamos esse prejuizo nos animais

sobreviventes a sepse, uma vez que foi verificada uma reducdo do débito
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cardiaco, fragdo de encurtamento e da fragdo de ejecdo, resposta que esta
associada ao aumento do volume sistolico final encontrado. Logo, esses
resultados confirmam que ha um prejuizo da funcdo cardiaca dos animais
sobreviventes a sepse, e associado a isso ha um prejuizo na ejecdo de sangue
do ventriculo esquerdo do coracdo desses animais. Trabalhos da literatura
demonstram que ha um prejuizo da funcdo cardiaca em humanos, porém esse
prejuizo é visualizado durante a fase aguda da sepse, em que pacientes em
choque séptico apresentam reducédo da fracéo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(Vieillard-Baron et al., 2008).

Esse conjunto de resultados confirmam, que o coracao dos sobreviventes
a sepse apresenta uma insuficiéncia, uma vez que o 6rgdo nao responde de forma
adequada como responde o animal controle, e associado a isso, ha uma auséncia
de alteracdo do tamanho das camaras durante a sistole e diastole, que nos faz
acreditar em uma possivel disfuncdo das células cardiacas. A auséncia de
alteracdo do tamanho das camaras, tanto em sistole quanto em diéstole, difere de
alguns resultados encontrados em humanos, porém estes foram visualizados na
fase aguda da sepse (Jafri et al., 1990; Munt et al., 1998; Poelaert et al., 1997).

A partir dos resultados discutidos anteriormente, partimos para a
investigagcdo da funcdo das células cardiacas. Podemos confirmar pelos
resultados obtidos, que ha um prejuizo funcional das células cardiacas nos
animais sobreviventes a sepse, uma vez que partindo de um mesmo tamanho em
repouso, os cardiomiocitos apresentaram ha uma reducdo na maxima resposta
contrétil celular, denominada fracdo de encurtamento, bem como no tempo e na
velocidade que essa ceélula leva para contrair e relaxar. Esses resultados,

juntamente com os resultados do ecocardiograma, confirmam que 0s animais
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sobreviventes a sepse, apresentam uma disfuncdo cardiaca ocasionada, até
entdo, por uma perda da fungdo do cardiomidcito.

Uma vez que a maquinaria contratil do coracdo estava prejudicada nos
sobreviventes a sepse, nos perguntamos se poderia haver uma alteracdo na
conducdo elétrica no coracdo desses animais e para tal, foi realizado o
eletrocardiograma. Com os resultados do ECG, foi possivel observar que o
coracao dos animais sobreviventes a sepse, apresentam um aumento do intervalo
QT corrigido (QTc). O intervalo QT compreende o complexo QRS (despolarizagéo
ventricular), o segmento ST (final da despolarizagdo ventricular e inicio da
repolarizacdo ventricular) e a onda T (repolarizagcdo ventricular). Desta forma,
como o aumento do intervalo QTc n&o foi acompanhado por alteracdo do
complexo QRS e muito menos da onda T, inferimos que ha um prolongamento do
segmento ST, confirmando assim que esses coracgdes apresentam um atraso no
inicio da repolarizacdo ventricular. Esses dados s@o opostos aos resultados
encontrados em suinos durante a fase aguda da sepse, 22 horas ap6s a inducéo,
em que ha uma reducao do intervalo QT e ndo um aumento como foi visto no
presente estudo durante a fase cronica da sepse (Stengl et al., 2010). Isso pode
ser justificado, principalmente, porque o eletrocardiograma realizado em suinos
avaliou a resposta cardiaca no periodo agudo da sepse e nao cronico, além disso,
a diferenca de animal experimental também pode justificar a diferenca entre os
nossos resultados e os obtidos por Stengl e colaboradores (2010). Guimarées e
colaboradores (2003) descrevem na “Diretriz de interpretacédo de
eletrocardiograma de repouso”, que um aumento da duragdo do segmento ST /
aumento do QTc é caracteristica de um quadro de hipocalcemia (deficiéncia de

calcio) (Guimardes et al., 2003). Dentro desse estudo, seria necessario a
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realizacdo de outros experimentos para a confirmacdo de uma possivel
hipocalcemia.

Avaliando ainda a funcdo cardiaca, foram realizados experimentos de
Langendorff, onde foi verificado que os cora¢gBes dos animais sobreviventes a
sepse apresentam uma reducao de todos os parametros avaliados, sendo eles:
pressdao de perfusdo das coronérias, pressdo desenvolvida pelo ventriculo
esquerdo e derivada da pressédo pelo tempo, tanto durante a sistole (méxima)
quanto durante a diastole (minima), quando comparados aos animais controles.
Nesse experimento, ndo observamos alteracdo na frequéncia cardiaca dos
animais sobreviventes a sepse como foi observado no ECG, o que é totalmente
justificado, uma vez que Langendorff contamos apenas com a acdo do marca-
passo.

Esses resultados corroboram com os resultados encontrados nos
experimentos anteriores, confirmando mais uma vez, porém agora em
experimentos ex vivo, que os coracBes dos animais sobreviventes a sepse
apresentam uma perda de funcdo quando comparado aos animais controle. Esses
achados vao na contraméo dos encontrados na literatura, onde a sepse CLP
induzida em ratos, foi capaz de prevenir a reducéo da pressao desenvolvida no
ventriculo esquerdo apds isquemia e reperfusédo (Walshe et al., 2015).

Em seguida, verificamos se o coracao dos animais sobreviventes a sepse,
seria capaz de recuperar sua funcéo se submetidos a um desafio farmacoldgico.
A acdo gerada pela isoprenalina, um agonista 3 n&o-seletivo, demonstrou que
quando o coracdo do sobrevivente a sepse é desafiado, ele ndo é capaz de

responder de maneira eficiente.
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Contudo, até o presente momento, podemos concluir pela primeira vez, que
animais sobrevivente a sepse apresentam um prejuizo da funcao cardiaca, uma
vez que na literatura existem diversos trabalhos que demonstram esse mesmo
prejuizo funcional, porém durante a fase aguda da sepse (Munt et al., 1998; Stengl|
et al., 2010; Vieillard-Baron et al., 2008).

De acordo com Repessé e colaboradoress (2013), a fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo é influenciada diretamente pela soma de dois fatores: a
capacidade contratii do ventriculo esquerdo, que confirmamos estar
comprometida nos animais sobreviventes a sepse, e a pos-carga do ventriculo
esquerdo, em que este ultimo fator € influenciado diretamente pela resisténcia
vascular periférica e pela complacéncia adrtica (Repessé et al., 2013). Baseados
nestes achados avaliamos como estaria a resposta da aorta toracica nos animais
sobreviventes a sepse.

Nos experimentos de reatividade vascular, confirmamos também de forma
inédita, que ha um aumento na resisténcia adrtica dos animais que sobreviveram
a sepse, quando comparada ao grupo controle, e que esse aumento é dependente
da ativacdo de receptores, uma vez que ndo houve alteracdo significativa da
contracdo induzida por um vasoconstritor que age independentemente de
receptor, no caso o cloreto de potassio. Ja a funcdo de relaxamento vascular
avaliada em resposta a ACh, ndo apresenta alteracdo quando comparada ao
grupo controle. Esses resultados diferem dos encontrados durante a fase aguda
da sepse, onde é muito bem caracterizado um quadro de hiporreatividade vascular
(Brown et al., 2014).

Apo6s confirmar a hiperreatividade encontrada no grupo sobrevivente a

sepse, investigamos quais seriam as possiveis vias envolvidas nesse aumento da
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vasoconstricao. A primeira via avaliada foi a do SRAA, uma vez que esse sistema
participa ativamente durante o quadro de sepse, além de apresentar um papel
crucial na resposta vascular. Vimos que a incubacao das aortas com captopril e
losartana, separadamente e respectivamente foi capaz de impedir o aumento da
vasoconstricdo encontrada no grupo sobrevivente a sepse, confirmando assim o
envolvimento de derivados da ECA e ativacdo dos receptores ATi na
hiperreatividade aortica (Mortensen et al., 2005; Yong et al., 1996).

Sabendo que a ativagao dos receptores AT1culmina na producéo de anions
superdxido via NADPH oxidase, investigamos tanto o envolvimento dessas
espécies reativas de oxigénio, como a enzima NADPH oxidase nessa
hiperreatividade vascular nos animais sobreviventes a sepse. A incubag¢do com
tiron confirmou o envolvimento de &nions superoxido no aumento da
vasoconstricdo, porém, o anion superoxido ndo é produzido via NADPH oxidase,
uma vez que a incubacdo com apocinina nao foi capaz de reverter esse quadro
de hiper-reatividade (Griendling et al., 1994; Wassmann & Nickenig, 2006).

Em sequéncia fomos investigar se a enzima xantina oxidase estaria
envolvida na hiperreatividade verificada, uma vez que a ANG Il é capaz de ativar
essa enzima, levando a producédo de anions superéxido. A partir da incubacgéo
das aortas com alopurinol, confrmamos que a enzima xantina oxidase esta
diretamente relacionada ao aumento da vasoconstricdo nos sobreviventes a
sepse (Landmesser et al., 2007).

E muito bem descrito na literatura, que a ativacdo dos receptores AT
culminam na ativacdo da enzima ciclooxigenase, levando a producdo de seus
derivados, que poderiam estar diretamente relacionados ao aumento da

vasoconstricao (Virdis et al., 2007b). A incubacdo das aortas com ibuprofeno,
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confirmou o envolvimento desta via na hiperreatividade vascular dos
sobreviventes a sepse. Além disso, a incubacdo com mofesolac e nimesulida
também confirmou, que ambas as isoformas da enzima COX, COX-1 e COX - 2,
respectivamente, estao envolvidas diretamente nesse aumento da vasoconstricao

nos sobreviventes a sepse.

Ap0s confirmar que ambas as isoformas estdo envolvidas, partimos para a
investigacdo de quais fatores derivados dessas enzimas poderiam estar
relacionados. A incubacao das aortas com seratrodaste e AH6809 confirma que
tanto a ativacdo dos receptores para tromboxano, quanto dos receptores para
prostaglandinas estdo envolvidos na hiperreatividade encontrada. Em conjunto,
esses resultados confirmam dados presentes na literatura, em que a estimulacao
excessiva de receptores AT1, acarreta em producédo de estresse oxidativo, e
ambos culminam na ativagdo de COX, influenciando no desenvolvimento da
rigidez e fibrose vascular (Aroor et al., 2013b; Virdis et al., 2007b). Além disso,
também ja se sabe que o inverso acontece, uma vez que a ativacdo de COX-2
por si sO acarreta na producédo de EROs através da co-oxidacéo (Hernanz et al.,
2014).

Assim sendo, baseado nos resultados de reatividade vascular, podemos
inferir que 0 aumento da resisténcia vascular aértica, gerado pela ativacao de
receptores AT, ativacdo da xantina oxidase via Ang Il, producao de O2, ativagao
da enzima ciclooxigenase, tanto COX-1 quanto COX-2, e ativacéo dos receptores
para tromboxano Az e receptores para prostaglandinas, levam a um aumento da
resisténcia vascular adrtica, podendo influenciar diretamente no desenvolvimento

da rigidez e fibrose vascular, levando, por sua vez, a um aumento da pés-carga,
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e esse aumento de poés-carga faz com que o coracdo se esforce mais para
conseguir ejetar todo o sangue do ventriculo esquerdo.

Desta forma, baseado nos resultados que obtivemos até o presente
momento, podemos sugerir que a insuficiéncia cardiaca encontrada nos animais
sobreviventes a sepse pode ocorrer devido ao aumento da pés-carga gerada pela
hiperreatividade aortica. O coracdo necessita, portanto, de um esfor¢co excessivo
para realizar a ejecdo de sangue pelo ventriculo esquerdo de forma eficiente e
com isso, esse excesso de esforco da maquinaria cardiaca pode induzir ao
comprometimento funcional desse 6rgéo.

Uma vez confirmado o envolvimento do SRAA na hiperreatividade vascular
aodrtica, investigamos se o tratamento dos animais com captopril seria capaz de
impedir a vasoconstricdo encontrada nos sobreviventes a sepse. Confirmamos,
nos resultados encontrados, que o tratamento com captopril ndo foi capaz de
impedir que a hiperreatividade vascular acontecesse no grupo sobrevivente a
sepse.

Trabalhos na literatura demonstram, que o uso do propranolol (inibidor ndo
seletivo dos receptores beta) em um modelo de sepse em cao induzida com
lipopolissacarideo (LPS) melhorou significativamente a sobrevivéncia dos animais
quando foi iniciado 60 minutos apds a administracdo de LPS. Além disso, o
propranolol também evitou a hipotenséo e reduziu a necessidade de reposicéo de
liguidos (Berk et al., 1969). Além disso, curiosamente, outro trabalho também
demonstrou que o tratamento com propranolol em individuos queimados, previne
a incidéncia de infeccéo por sepse (Jeschke et al., 2007).

Partindo da analise positiva desses achados na literatura sobre o

tratamento com propranolol, e sabendo que este age nao so diminuindo o trabalho
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cardiaco, como também reduz a secrecdo de renina pelas células
justaglomerulares do rim, o que reduziria a ativagdo do SRAA, resolvemos tratar
0s animais, durante a fase aguda da sepse, com este farmaco (Bortolotto &
Consolim-Colombo, 2009).

Pela primeira vez demonstrado, de acordo com literatura, o tratamento dos
animais durante a sepse aguda com propranolol foi capaz de impedir ndo s6 a
hiperreatividade vascular adrtica encontrada nos sobreviventes a sepse, como
também foi capaz de reverter as alterac6es encontradas no eletrocardiograma.
Além disso, os resultados de contragdo dos cardiomiocitos também confirmam
uma reversao no tempo de contracdo e relaxamento dessas células, e uma

reversao parcial da fragcdo de encurtamento.
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6. CONCLUSAO

Sumarizando os resultados encontrados, podemos concluir de forma
inédita, que os animais que sobrevivem a um quadro de sepse apresentam um
prejuizo significativo da fungéo cardiaca, que pode estar associado a um aumento
do trabalho cardiaco gerado pelo aumento da pés-carga, devido a hiperreatividade
vascular aortica verificada. Esta hiperrreatividade adrtica se deve a ativacédo do
SRAA, producdo de estresse oxidativo e ativacdo da via da ciclooxigenase

dependente de receptores para tromboxano e prostaglandinas.
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Figura 20: Representagcdo esquematica sugerindo o mecanismo que induz o prejuizo da
funcéo cardiaca via hiper-reatividade vascular em sobreviventes a sepse. Ativacdo de
receptores ATz culmina na producéo de anion superdxido via xatina oxidase, em que esta producao
de EROs também pode ser advinda de COX 1 e 2, bem como anion superoxido pode levar a
ativacdo desta enzima. A producdo de derivados da COX culmina na ativacdo de vias
vasoconstritoras via receptores de TXA:z e prostaglandinas. A hiperreatividade adrtica gera um
aumento de pdés-carga, 0 que induz a um maior trabalho cardiaco no intuito de vencer essa poés-
carga. Esse esforgo excessivo do coracdo pode ser a causa do prejuizo funcional do é6rgéo. O
tratamento com propranolol, durante a fase aguda da sepse, foi capaz de impedir as alteracdes
anteriormente encontradas nos sobreviventes a sepse.
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