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RESUMO

Apesar dos cuidados aos pacientes em estado critico e do conhecimento
sobre  0s  mecanismos fisiopatolégicos  terem  progredido
significativamente nos ultimos 50 anos, a mortalidade associada com a
sepse permanece ainda muito alta. Sepse induz disfun¢do cardiovascular
que ¢ caracterizada por hipotensdo e hiporresponsividade a
vasoconstritores. Varios mecanismos parecem estar associados a esta
disfun¢do e, mais especificamente, ao aspecto vascular. Dados prévios
do laboratério demonstraram que a reatividade vascular prejudicada esta
associada com uma diminui¢@o da densidade de receptores adrenérgicos,
particularmente o subtipo alfa em tecidos vasculares. Partindo do
racional efeito aparentemente paradoxal do uso de betabloqueadores na
faléncia cardiaca, o presente estudo teve como objetivo avaliar se o
bloqueio alfa-1 adrenérgico poderia ter impacto positivo no quadro geral
de camundongos submetidos ao CLP, um modelo de sepse
experimental. A resposta vasoconstritora para fenilefrina em anéis de
aorta foi reduzida 24 h apés CLP. O tratamento dos animais com
prazosina ou doxazosina 1 mg/Kg 12 h apdés o CLP restaurou a
reatividade dos anéis para fenilefrina. Dose maiores (5 mg/Kg) ou em
tempos mais precoces (1 h apos procedimento de CLP) ndo mostraram o
efeito benéfico. O tratamento positivo também melhorou a hipotensdo
(medida com o animal acordado) da sepse, bem como melhorou indices
de dano a orgdos. Por outro lado, o tratamento ndo causou alteragdo na
mortalidade. Ndo foi observada uma diferenca estatistica na densidade
de receptores alfa-1 adrenérgicos na aorta, porém possiveis explicacdes
para o efeito benéfico dos bloqueadores alfa incluem melhora na
transducdo do sinal induzido pelo receptor alfa adrenérgico,
reacoplamento de receptores aos sistemas de transdug@o de sinal ou
outro mecanismo. Independente do mecanismo farmacologico, os
achados sugerem que o bloqueio de receptores alfa-1 adrenérgicos
induzido por prazosina ou doxazosina restaura a reatividade vascular,
melhora a hipotensao e indices de danos de 6rgaos em animais sépticos.

Palavras-chave: sepse; receptor ol adrenérgico; disfungéo
cardiovascular; cloridrato de prazosina.






ABSTRACT

In spite of the substantial increase in knowledge and care to critical
patients in the last 50 years, sepsis-associated mortality still is very high.
Cardiovascular dysfunction induced by sepsis includes hypotension and
hyporesponsiveness to vasoconstrictors. Several mechanisms seem to
underlie this dysfunction particularly in the vascular aspect. Previous
data from our and other laboratories have shown that the reduction in the
vascular reactivity is associated with a reduction in alpha adrenergic
receptor density in the vascular tissue. Considering the rationale of the
(paradoxical) benefits of beta blockage in cardiac failure, the present
study was undertaken to evaluate the putative positive impact of alpha-1
adrenergic blockage in the condition of mice bearing experimental
sepsis, induced by cecal ligation and puncture (CLP). The
vasoconstrictor effect of phenylephrine in aorta rings was reduced 24 h
after CLP. The treatment of animals with prazosin or doxazosin 1
mg/Kg 12 h after sepsis induction rescued the response of vessel rings
back to normal levels. Higher dosage (5 mg/kg) or smaller intervals (1 h
after CLP surgery) did not exhibit the beneficial effect. The treatment
also improved the hypotension of septic animals (measured in awaken
mice) and organ damage indexes. However, the mortality was unaltered.
No statistical difference was observed in the density of alpha-1
adrenergic receptors in the aorta, however it might be that the beneficial
effect of alpha blockage includes an improved signal transduction, a
recoupling between receptor and signal transduction systems or other
mechanism. Notwithstanding the pharmacological mechanism, our data
suggest that the blockage of alpha-1 adrenergic receptors with prazosin
or doxazosin recovers the vascular reactivity and improves hypotension
and organ damage indexes of septic animals.

Keywords: sepsis; al adrenergic receptors; cardiovascular dysfunction;
prazosin hydrochloride.
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1. INTRODUCAO

1.1 SEPSE

1.1.1 Histérico

1.1.1.1 Sepse na antiguidade

O termo sepse originou-se do grego sépsis, cujo significado ¢
putrefacdo, referindo-se a decomposi¢do animal, vegetal ou organica
causada na presenga de bactéria (GEROULANOS e DOUKA, 2006).

Desde 700 a.C. a palavra sepse ja era citada por Homero em seus
poemas, onde seria derivada do verbo “sepo” que tem por significado
“eu apodre¢o”. Hipocrates, um médico e filosofo da época, a descreveu
como perigosa, uma “deterioragdo bioldgica” que poderia ocorrer no
organismo (GEROULANOS e DOUKA, 2006). Ele foi, inclusive, um
dos primeiros a examinar propriedades antissépticas de potenciais
compostos medicinais como o alcool presente no vinho e o vinagre
(FUNK et al., 2009).

Galeno, um médico e filésofo de origem grega cuja pratica era
dedicada principalmente a drenagem de abcessos, que teorizou que a
formagdo de pus era fundamental para a cura dos tecidos lesados, foi
outra figura histérica importante no estudo de teorias da sepse, e foi
considerado o fundador da fisiologia experimental. Porém sua
verdadeira paix@o era criar medicamentos para tratar doengas, tanto que
sua colecdo de medicamentos (chamado na época de apotheca) foi o
precursor da “farmacia atual”. Na época, ele criou o “theriac”, mistura
de mais de 70 substancias utilizado para tratamento de varias desordens
como envenenamento e inflamagdes por exemplo. Galeno contribuiu
para a ciéncia médica mais do que qualquer outro homem e sua filosofia
médica ainda persiste e contribui para a base filosofica da medicina
atual (FUNK et al., 2009; THURSTON, 2000).

Ja os romanos acreditavam que a sepse resultava da acdo de
criaturas invisiveis, oriundas dos pantanos, que emitiam gases putridos.
Estes seres eram chamados de “miasma” ou “miasmata”. Um dos
eventos impactantes ocorridos no século XIV foi a epidemia da peste,
que em sua forma septicémica dizimou um ter¢o da populagdo europeia
(FUNK et al., 2009).
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1.1.1.2 Primeiros trabalhos sobre transmissao de doengas infecciosas

Marcus Terentius Varro, um escritor da época, era considerado o
homem mais sabio de todos os lugares, pois escrevia seus livros sobre
assuntos diversos, variando entre linguas, direito, filosofia, agricultura,
poesia, teatro, negdcios urbanos e até mesmo marés dos oceanos. Em
seu livro ‘‘De re rustica libri II’’, um dos principais do autor, foi o
primeiro a articular a no¢do de contagio. Ele sugeriu que “pequenas
criaturas invisiveis aos olhos estdo presentes na atmosfera e ao serem
inaladas provocam doengas perigosas”. Em 1546, Hieronymus
Fracastorius apresentou, através do tratado ‘‘De contagione et
contagiosis morbis’, o que conhecemos hoje como a “teoria dos
germes”. Ele teorizou trés tipos de contagio: por contato direto, indireto
por artigos infectados e por distancia (pelo ar) (THURSTON, 2000).

Anthony van Leeuwenhoek, que ndo possuia nenhuma formacao
médica ou cientifica, construiu seu proprio microscopio e fez uma série
de descobertas que auxiliaram no avanco dos estudos de doengas
infecciosas. Foi em 1674 que realizou a primeira descrigdo das formas
esferas, hastes e espirais (cocos, bacilos e espiroquetas) dos
microrganismos, abrindo assim caminho para que outros cientistas
desenvolvessem a teoria dos germes (FUNK et al., 2009).

1.1.1.3 A era de ouro sobre a teoria dos germes

O século XIX introduziu uma era de crescimento exponencial no
entendimento sobre a origem e transmissdo de doengas infecciosas.
Alguns médicos da época contribuiram para os avangos na compreensao
da origem da sepse, como Joseph Lister, Louis Pasteur, Robert Koch e
Ignaz Semmelweiss (FUNK et al., 2009). Semmelweiss trabalhava em
uma maternidade e observou a ocorréncia de varias mortes por febre
pds-parto, o que na época foi chamado de sepse puerperal (DE COSTA,
2002). Curiosamente, isso ocorria mais quando as mulheres eram
atendidas por residentes do que aquelas assistidas por parteiras. Foi
constatado que os residentes realizavam a autdpsia das mulheres
falecidas no dia anterior e ndo lavavam as maos antes de fazer os partos.
Esta observagdo fez com que Semmelweiss instituisse uma politica de
lavagem de maos e os casos de sepse diminuiram consideravelmente.
Apesar dos 6timos resultados obtidos, os demais médicos ndo aceitaram
esta politica e Semmelweiss foi despedido. Anos mais tarde, morreu de
sepse apos laceragdo de um dedo. De modo irdnico, acabou morrendo de
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uma doenga contra a qual tanto lutou (BARON et al. 2006; FUNK et al.,
2009).

Foi no ano de 1878 que Pasteur apresentou a “Teoria dos
Germes” para a academia francesa de Medicina e demonstrou que a
responsavel pela sepse puerperal era o estreptococo. Neste mesmo
periodo, os pesquisadores Robert Koch, Julius Petri, Erns von Bergmann
e Curt Schimmelbusch tiveram grande participa¢do acerca de técnicas
de desinfec¢do e esterilizagdo, as quais contribuiram para avangos
significativos na mudanga de paradigma sob a forma como a sepse era
vista (FUNK et al., 2009).

1.1.1.4 Os primeiros antibidticos

A era da “antibioticoterapia” moderna comec¢ou com a descoberta
da penicilina por Alexander Fleming em 1928. Porém antes disso, em
1907, Paul Erlich descobriu um composto que foi chamado na época
“salvarsan”, que continha arsénico e era capaz de matar bactérias, e
logo, ja em 1910, comegou a ser utilizado para tratamento da sifilis
(THURSTON, 2000). A descoberta da penicilina por Fleming foi “ao
acaso”. Ao estudar as propriedades de estafilococos, ele percebeu que
ndo houve crescimento de bactérias nas placas que haviam sido
acidentalmente contaminadas com um fungo, o Penicillum notatum,
percebendo rapidamente que este fungo era capaz de inibir o
crescimento bacteriano. Ele chamou esta substincia de penicilina e
publicou seu trabalho em 1929. Porém, Fleming nao achou que isso
seria uma contribuicdo muito relevante para o tratamento de infeccdes.
Interessados, Ernest Chain e Howard Florey, um quimico ¢ um
patologista respectivamente, estudaram este trabalho e conseguiram nio
apenas purificar a substancia, o que estava sendo dificil para Fleming,
mas também a produzir em massa (FUNK et al., 2009). Pela descoberta
da penicilina e seus efeitos curativos em varias doengas infecciosas,
Fleming, Chain e Florey receberam o prémio Nobel de Fisiologia e
Medicina em 1945 (FLEMING, 1945). Trinta anos depois surgiram as
“sulfas” como agentes antimicrobianos (THURSTON, 2000).

1.1.1.5 Descobertas importantes dos sistemas afetados na sepse

Desde muito cedo, no inicio da descri¢do de doencas infecciosas,
ha uma controvérsia sobre o verdadeiro mecanismo pelo qual a sepse
leva a morte. Como ja mencionado, tais debates datam de tempos
remotos, desde a época de Galeno e Hipocrates. Com base nas teorias ja
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existentes, iniciou-se uma busca pelos mecanismos de ag¢do envolvidos
na patologia da sepse. Seguiram-se diversos estudos relativos a
elementos envolvidos na patologia da sepse, como a descoberta do papel
da endotoxina bacteriana (revisado em BEUTLER e RIETSCHEL,
2003), o sistema de coagulagdo, as citocinas, chegando finalmente na
descoberta do oxido nitrico (NO), o qual foi primeiramente chamado
EDRF (fator de relaxamento dependente de endotélio, do inglés
endothelial-derived relaxing fator) por Robert Furchgott, o qual
demonstrou que o EDRF causava o relaxamento da musculatura lisa
(FURCHGOTT,1980). Em 1986, Furchgott e Ignarro e colaboradores
sugeriram que o EDRF poderia ser NO (FURCHGOTT 198S;
IGNARRO et al., 1988). No ano de 1987, Moncada e colaboradores
mostraram definitivamente que o EDRF era o NO (Moncada et al.,
1988). Em 1998, Furchgott, Ignarro e Murad ganharam o premio Nobel
de Medicina, pela sua participagdo na descoberta do NO e seu impacto
na vasculatura.

1.1.2 Conceito

Atualmente, a sepse ¢ definida como uma disfuncdo organica
com risco de vida causada por uma resposta imune desregulada frente a
uma infec¢do (SINGER et al., 2016). Porém, por muitos anos existiu
uma pluralidade de defini¢des para sepse. Visando melhoras tanto na
assisténcia quanto na area de pesquisas, a Society of Critical Care
Medicine (SCCM) e o American College of Chest Physicians (ACCP)
reuniram-se para fazer modificagdes e esclarecer os conceitos. Ficou
entdo definido Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica como um
conjunto de manifestagdes clinicas em resposta a uma agressdo na
auséncia de infec¢do, com a presenca de dois ou mais dos sintomas:
temperatura central > 38,3°C ou < 36°C; frequéncia cardiaca > 90 bpm,;
frequéncia respiratoria > 20 rpm ou PaCO2 < 32 mmHg ou necessidade
de ventilagdo mecanica; leucdcitos totais > 12.000/mm? ou < 4.000/mm3
ou presenga de formas jovens > 10%; sepse como SRIS secundaria a
processo infeccioso confirmado ou suspeito, sem necessidade da
identificagdo do agente infeccioso, enquanto a sepse grave seria
presenca dos critérios de sepse associada a disfungdo organica ou sinais
de hipoperfusdo: hipotensdo, hipoxemia, acidose lactica, oliguria e
alteracdo aguda do estado mental; e choque séptico como estado de
faléncia circulatéria aguda caracterizada pela persisténcia de hipotensdo
arterial em paciente séptico, sendo hipotensdo definida como pressao
arterial sistolica < 90 mmHg, redug@o da linha de base > 40 mmHg, ou
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pressdo arterial média < 60 mmHg, a despeito de adequada reposi¢do
volémica, com necessidade de vasopressores, na auséncia de outras
causas de hipotensdo (SHORR et al., 2007).

Em 2016, apds revisdo, a Sociedade da Medicina Intensiva
(SCCM) e a Sociedade Européia de Medicina Intensiva (ESICM),
publicaram novas defini¢des onde houve uma mudanga conceitual
(SINGER et al., 2016). A expressdo sepse grave foi extinta, pois todos
os casos de sepse devem ser considerados como doenga grave, sendo
utilizada agora apenas sepse, que passa a ser restrito aos pacientes ja
com disfuncdo organica e definida como “disfun¢do orgénica
ameacadora a vida secundaria a resposta desregulada do hospedeiro a
uma infec¢do”. Disfuncdo organica agora ¢ definida quando o paciente
apresenta aumento em 2 pontos no Avaliagdo Sequencial de Faléncia de
Orgios (SOFA). O SOFA, conforme tabela 1, quantifica anormalidades
de acordo com achados clinicos, dados laboratoriais ou intervengdes
terapéuticas, e pode ser utilizado para estimar a gravidade da disfungéo
de orgaos (WIERSINGA et al., 2017).

Tabela 1: Avaliagdo sequencial de faléncia de 6rgaos - SOFA

Sistema Pontuagcao

0 1 2 3 4
Respiratorio 2400 >400 <200 com <100 com
PaO2/FIO2 <300 suporte suporte
respiratério respiratério
Coagulagao 2150 <150 <100 <50 <20
Plaquetas x103
/uL
Hepatico <1.2 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 >12.0
Bilirrubina
Mg/dL
PAM270 PAM<70 Dopamina Dopamina Dopamina< 15
mm Hg mm Hg <50u 5.1-15 ou ou epinefrina
Cardiovascular dobutamina epinefrina ou ou
qualquer norepinefrina norepinefrina
dose® <0.1% <0.1%
SNC 15 13-14 10-12 6-9 <6
(Escala de coma
de Glasgow)’
Renal <1.2 1.2-1.9 2.0-3.4 3.5-4.9 >5.0
Creatinina mg/dL
Diurese ml/dL <500 <200

Abreviagdes: PaO2, pressdo arterial de oxigénio; FIO2, fragdo inspirada de
oxigénio; PAM, pressdo arterial média; SNC, sistema nervoso central.
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¥ Doses de catecolaminas dadas em pg/Kg/min por pelo menos 1 h. ” Escala de
coma de Glasgow: pontuagdo de 3 a 15; alta pontuagdo indica melhor fungao
neurologica

Adaptada de SINGER et al., 2016.

Mais simples que o SOFA, uma nova medida chamada ¢SOFA
(do inglés quick SOFA), foi desenvolvida. E mais rapida, ndo requer
exames laboratoriais e permite uma triagem dos pacientes que podem
desenvolver uma infeccédo, tornando-se muito 1til na beira do leito. Essa
ferramenta engloba pressdo arterial sistdlica menor que 100 mmHg,
frequéncia respiratoria maior ou igual a 22/min e diminui¢do da
consciéncia (Escala de Coma de Glasgow < 15) (SINGER et al., 2016).

Ainda de acordo com o 3° Consenso Internacional para defini¢cao
da sepse, o uso de dois ou mais critérios de SIRS para identificar a sepse
foi considerado obsoleto, pois muitos pacientes hospitalizados
apresentam sinais de SIRS sem nunca desenvolver uma infecgéo,
enquanto alguns pacientes com infeccdo e faléncia de oOrgdos ndo
apresentam dois ou mais sinais de SIRS para definir como sepse.

Também houve alteragcdo na definicdo de choque séptico, onde
agora foi incluido presenca de hipotensdo com necessidade de
vasopressores para manter PAM > 65 mmHg associada a lactato > 2
mmol/L, apos adequada ressuscitagdo volémica (SINGER et al., 2016).

1.1.3 Epidemiologia

Sepse pode ser causada por virus, fungos, protozodrios ou
bactérias tanto Gram positivas quanto Gram negativas. Os principais
exemplos de bactérias gram positivas S. aureus e Enterococcus, e gram
negativas E. coli, Enterobacter, Pseudomonas, Proteus, Acinetobacter e
Klebsiella, sdo isoladas na maioria dos casos de pacientes com sepse.
Em alguns casos, multiplas bactérias podem ser responsaveis
(SRISKANDAN e COHEN, 1995; RIVERS et al., 2005).

Atualmente, ocorre cerca de 18 milhdes de casos por ano em todo
o mundo e, apesar dos avangos nos cuidados intensivos e suporte
tecnologico, e assim a mortalidade relacionada a esta condi¢do ter
diminuido, a sepse continua a ser a principal causa de morte em
unidades de terapia intensiva (UTI), variando entre 20 a 80% de
mortalidade. Essas taxas variam, essencialmente, de acordo com as
caracteristicas socioecondmicas do pais (CHENG et al., 2015).

No Brasil, pesquisas lideradas pelo ILAS (Instituto Latino
Americano da Sepse) mostram uma realidade alarmante: cerca de 30%



31

dos leitos das unidades de terapia intensiva sdo ocupados por pacientes
com sepse grave ¢ a taxa de mortalidade pode chegar a 55% dos
pacientes que apresentam sepse em UTL.

Estima-se que no Brasil, os custos associados ao tratamento da
sepse sdo de aproximadamente US$ 9,6 mil por paciente (SOGAYAR,
2008). Estudos realizados tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos
sugerem que entre 20% a 40% do custo total das UTI resulta de
cuidados a pacientes com sepse, que estdo relacionados com a gravidade
e tempo de internagdo (GAIESKI et al., 2013; ILAS, 2016). Ano a ano,
mais casos de sepse estdo sendo reportados, provavelmente pelo fato do
envelhecimento da populagdo com mais co-morbidades e maior
reconhecimento da doenga.

Outro estudo realizado pelo ILAS demonstra que, no Brasil, a
letalidade global da sepse estd em torno de 46%, sendo que destes,
58,5% da letalidade esta em instituigdes publicas comparado com 34,5%
em privadas. Esse ¢ um dado muito alarmante, pois muitas pessoas
possuem acesso apenas ao sistema publico de satude.

Existem trés eixos principais para que o quadro geral de sepse no
Brasil seja melhorado. Primeiro esta relacionado a ciéncia, procurando
melhor conhecimento da doenga e suas consequéncias. O segundo
refere-se a agdes politicas e o terceiro estd voltado para aumentar a
percepcdo sobre a gravidade da doenga tanto para leigos como
profissionais da saude (ILAS, 2016).

1.1.4 Fisiopatologia

A sepse ocorre por uma resposta excessiva e irregular do
hospedeiro contra uma infec¢do. Por muitos anos se acreditava que a
invasdo do patogeno era a responsavel pelos danos ocorridos em virtude
da sepse, porém hoje em dia ja se sabe que isso ocorre principalmente
devido a uma resposta incontroldvel e exagerada do hospedeiro
(SCHOUTEN et al., 2008; MERMUTLUOGLU et al., 2016).

A resposta do hospedeiro a uma infec¢do inicia quando células do
sistema imune inato, principalmente macrofagos, mas também células
dendriticas e neutréfilos, reconhecem e se ligam em componentes
microbianos. Os PRRs (do inglés pattern recognition receptors) das
células de defesa, tendo como principal a familia dos receptores toll like
(TLRs), podem reconhecer e se ligar aos PAMPs (do inglés pathogen-
associated molecular patterns) dos microrganismos (CHEN ¢ NUNEZ,
2010), iniciando uma cascata de eventos resultando na fagocitose do
patdgeno ou seus produtos, e morte da bactéria. Esse processo leva a
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ativacdo de um conjunto de genes levando a sintese de proteinas e
cascata de sinalizagdo (MEDZHITOV, 2001; NAU et al., 2002), que
culmina na ativagdo de NF-xB (do inglés nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells), tendo por consequéncia uma
supra-regulagido de genes pro-inflamatorios (HOESEL e SCHMID,
2013).

A resposta inflamatéria na sepse ¢ altamente influenciada por
uma mistura de mediadores pro e anti-inflamatoérios. As moléculas de
sinalizagdo induzem a produgdo de citocinas pré-inflamatérias, como
fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 beta (IL-1P),
quimiocinas, como por exemplo, molécula de adesdo intracelular-1
(ICAM-1), molécula de adesdo vascular-1 (VCAM-1), e 6xido nitrico,
radicais livres de oxigénio, levando ao recrutamento de outras células
inflamatorias, como neutrofilos, ao sitio da infec¢do, assim como a
produgdo de interleucinas anti-inflamatérias como a interleucina-10 (IL-
10) e indugdo de varias moléculas efetoras como a enzima 6xido nitrico
sintase induzida. H4 também altera¢des importantes dos processos de
coagulagdo e fibrindlise (van DER POLL ¢ LOWRY, 1995; THOMAS
etal., 2001).

O equilibrio entre as respostas pro- e anti-inflamatorias define o
estado imune geral, ¢ um desequilibrio entre esses mecanismos ird
descontrolar a homeostasia e levar ao estado clinico da doenga (BONE,
1996; SCHULTE et al., 2013). Tipicamente, a resposta imune inicial
durante a sepse ¢ caracterizada pela liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios em resposta a uma infeccdo de maneira exagerada,
ultrapassando os limites de resposta locais, levando a uma resposta
sistémica, com produg¢do incontrolavel de mediadores pro-inflamatorios,
as chamadas “tempestades de citocinas” (RITTIRSCH et al., 2008;
PARRISH et al.,, 2008). Isso leva aos sinais clinicos de febre,
taquicardia, taquipnéia, hipotensdo, faléncia multipla dos 6rgaos e morte
(COHEN, 2002; ANNANE et al., 2005; BOSMANN ¢ WARD, 2013).
Apenas em uma minoria de casos, a resposta anti-inflamatoria é
predominante (MARIK e FLEMMER, 2012).

Acredita-se que a resposta imune generalizada seja o precursor da
disfungdo orgdnica. Basicamente temos alteragdes celulares e
circulatdrias, tanto na circulagdo sistémica como na microcirculacio.
Vasodilatagdo e aumento da permeabilidade capilar sdo as principais
alteragOes circulatorias, contribuindo para a hipotensao.

Mecanismos de lesdo celular incluem isquemia tecidual, lesdo
citopatica ¢ uma taxa de apoptose alterada, resultando em lesdo
endotelial, trombose microvascular, lacunas entre as células endoteliais
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(TAEB et al., 2017). Disfun¢do endotelial ¢ importante nesse quadro,
pois leva a hipotensao, perfusdo inadequada dos 6rgéos, choque e morte
(ANGUS e van DER POLL, 2013).

A combinagdo destes mecanismos contribui para redugdo da
densidade capilar funcional, anormalidades no fluxo sanguineo
microcirculatorio, aumento da permeabilidade capilar e trombose na
microcirculagdo. Todos esses acontecimentos contribuem para a
redugdo da oferta tecidual de oxigénio, com aumento de metabolismo
anaerobio e hiperlactatemia, levando a disfunc¢do organica (TAEB et al.,
2017). Nenhum sistema de 6rgdos esta protegido das consequéncias da
sepse.

1.2 SISTEMA CARDIOVASCULAR NA SEPSE

Desde os anos 80, ja foi reconhecido que a sepse afeta o sistema
cardiovascular, podendo causar insuficiéncia circulatéria aguda. A
disfungdo cardiovascular €, inclusive, considerada a manifestagdo mais
grave do quadro séptico (PARKER et al., 1984).

O sistema vascular € composto principalmente pela aorta e suas
ramifica¢des primarias. O sangue ¢ ejetado a cada batimento cardiaco do
ventriculo esquerdo para a aorta, de onde flui rapidamente para os
orgdos através das grandes artérias de conducdo. As artérias sdo vasos
eferentes em relag@o ao coracdo, e diminuem de calibre a medida que se
ramificam distalmente com término nos vasos capilares, onde ocorrem
trocas gasosas e de nutrientes (RANG, 2007c; DE SOUZA, 2010).

O controle da pressdo sanguinea ¢ determinado por mecanismos
diversos. Dentre eles, temos o controle mediado pelo tonus vascular, isto
¢, pela contratilidade das células do musculo liso da parede dos vasos
através do aumento de célcio intracelular (LEVY et al., 2010). Esse
aumento de calcio pode se dar basicamente pela agdo de ligantes neurais
ou hormonais como noradrenalina ou angiotensina Il via receptores de
membrana especificos ou ainda pela mudanca no potencial de
membrana destas células, pois quando ocorre a despolarizagdo, canais
de calcio voltagem dependente se abrem e ocorre o influxo de calcio
extracelular para o meio intracelular (OGUT e BROZOVICH, 2003;
LEVY etal., 2010).

Ja o relaxamento das células do musculo liso dos vasos ocorre
pela diminuigdo da concentragdo de calcio citoplasmatico, que pode
ocorrer por expulsdo do meio intracelular para o meio extracelular ou
pela recaptacdo pelo reticulo sarcoplasmatico. Mediadores como o 6xido
nitrico, acetilcolina, serotonina e histamina levam a ativacdo de
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guanilato ciclase e adenilato ciclase, que provocam um aumento de
cGMP e cAMP respectivamente, levando ao relaxamento do vaso
(LEVY etal., 2010).

Sabe-se que pacientes em choque apresentam elevados niveis de
nitrito/nitrato, que sdo compostos estaveis gerados a partir do NO, e este
excesso de produgdo de NO, induzido principalmente por uma isoforma
de NOS independente de Ca®’, a iNOS, parece ser o principal
responsavel pela hiporreatividade vascular observada na sepse
(FERNANDES ¢ ASSREUY, 2008; SHARAWY, 2014). H4 uma
grande quantidade de dados implicando o NO como um mediador chave
na disfuncdo cardiovascular durante a sepse e choque séptico (para
revisdo ver ASSREUY, 2006). Isso associado com a diminui¢cdo do
tonus vascular parecem ser os fatores mais importantes na fisiopatologia
desse quadro (COHN et al., 2008; SHARAWY, 2014).

NO produzido pelo endotélio ou pelo proprio musculo liso se
difunde para o musculo liso vascular adjacente induzindo vasodilatagdo
por estimular a guanilato ciclase soluvel, resultando em aumento da
concentracdo de cGMP, principalmente na fase tardia da sepse. Isso
pode ser confirmado através de trabalhos que, ao inibir GCs,
promoveram melhora na responsividade aos vasoconstritores em modelo
animal (REES et al., 1998; FERNANDES et al., 2006; FERNANDES et
al., 2009).

Além da GCs, outro sistema enzimatico importante em
mecanismos de contragdo/relaxamento ¢ o do Rho-A/Rho cinase
(ROCK), onde a ativacdo da Rho-A, que ¢ uma proteina envolvida na
contragdo vascular, estimula ROCK promove a fosforilagdo da cadeia
leve de miosina através da fosforilagdo, e consequentemente inativagdo
de sua fosfatase, favorecendo sua interacdo actina/miosina e contragdo
celular (AMANO et al., 1996). A sepse pode estar alterando também
esta via, pois foi demonstrado que o cGMP produzido via NO inibe este
sistema, o0 que também poderia contribuir para a vasodilatacdo ou
hiporreatividade vascular (DA SILVA-SANTOS et al., 2009).

O prejuizo da reatividade vascular, com desequilibrio entre o
tonus vasoconstritor ¢ vasodilatador, levard a uma perfusdo heterogénea,
que pode alterar o fluxo sanguineo para 6rgdos vitais, de modo que a
faléncia, culminando muitas vezes na morte do paciente, podera ocorrer
(MATSUDA e HATTORI, 2007).

Hiporreatividade vascular na sepse ¢ um evento multifatorial e
pode ser observada experimentalmente em vasos isolados, expondo-os a
agentes vasopressores, ou na clinica. Neste ultimo caso, a
hiporreatividade vascular é definida por um menor aumento da pressio
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sanguinea do paciente hipotenso (ANNANE et al., 2005). A hipotensdo
associada ao choque séptico ¢ refratiria e necessita administracdo de
agentes vasopressores para manter a pressao arterial dentro dos niveis
normais, mesmo que seja observado, em pacientes nesse quadro, um
grande aumento na concentracdo endogena de noradrenalina
(BENEDICT e ROSE, 1992).

Os mecanismos fundamentais da hipotensao na sepse nao estdo
plenamente compreendidos, porém sabe-se que ela pode ser
consequéncia de trés desordens hemodinamicas: hipovolemia, disfun¢éo
vascular (reducdo da resisténcia vascular sist€mica) ou cardiaca (MERX
e WEBER, 2007), e ¢ secundaria a vasodilatagdo, apesar da
administragdo de vasoconstritores adrenérgicos, e diminuigdo nas
pressdes de enchimento das camaras cardiacas (LEVIN et al., 2009;
SHARAWY, 2014). Entende-se disfungdo vascular, neste contexto, a
disfuncdo microvascular, endotelial e diminuicio do tonus
vasoconstritor assim como hiporresponsividade a agentes vasopressores
como catecolaminas, vasopressina, angiotensina Il e serotonina
(UMANS et al., 1993).

O sistema nervoso autonomo simpatico também tem papel
importante na regulagdo do tonus da circulagdo periférica e assim, sob a
pressdo arterial. No coracdo, a atividade simpatica altera o débito
cardiaco por alterar a frequéncia cardiaca e o volume sistdlico. E nos
vasos sanguineos, o SNS ¢ capaz de modular a resisténcia periférica
total e o retorno venoso através da regulagdo do tonus vascular, efeito
esse mediado pela agdo das catecolaminas enddgenas, que agem nos
diferentes tipos de receptores adrenérgicos encontrados no endotélio e
no musculo liso de diferentes leitos vasculares. Elas ativam os
receptores ol adrenérgicos causando contragdo do musculo liso vascular
por exemplo (HOFFMAN e LEFKOWITZ, 1996).

A maioria dos agentes vasoativos usados na clinica tem seu efeito
pela interacdo com receptores adrenérgicos no coragdo € vasos
(TRIPOSKIADIS et al., 2009; BANGASH et al., 2012). As drogas
normalmente utilizadas para manter as fung¢des hemodindmicas em
pacientes sépticos sdo noradrenalina, dopamina e vasopressina
(SHARMA e DELLINGER, 2003; KLINZING et al., 2003; VINCENT
e BACKER, 2005).

Em muitos casos, porém, a responsividade a esses
vasoconstritores esta diminuida. Benedict e Rose confirmaram, em um
estudo clinico de hiporreatividade vascular em pacientes sépticos, que
apesar da terapia de reposicdo volémica e dos niveis elevados de
catecolaminas endogenas e exdgenas e da maxima ativagdo do sistema
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renina-angiotensina-aldosterona, os pacientes ainda permaneciam
hipotensos (BENEDICT E ROSE, 1992). Muitos estudos confirmam
que pacientes com sepse exibem um aumento nas concentragdes
circulantes de catecolaminas, resultando em vasoconstricdo periférica e
taquicardia, e que esta fase ¢ seguida por uma vasodilatagdo progressiva
associada com aumento do débito cardiaco e resisténcia vascular
diminuida e, em alguns casos, vasoplegia.

A vasoplegia, que ¢ considerada o fator chave responsavel pela
hipotensdo irreversivel e persistente no quadro de sepse (SHARAWY,
2014), é um dos principais aspectos da fase hipodindmica da sepse.
Lembrando que a sepse ¢é caracterizada por uma fase inicial
hiperdinamica, seguida pela fase hipodindmica, também conhecida
como fase tardia. O modelo de CLP utilizado simula esse quadro natural
da sepse observada em humanos (HUBBARD et al., 2005).

Kandasamy e colaboradores demonstraram em um trabalho
publicado em 2011, que a vasoplegia na sepse estd associada a uma
diminuicdo da expressdo de mRNA para o subtipo o;D em aorta de
ratos, e que a constante estimulagdo dos receptores com vasopressores
promove a fosforilagdo destes receptores causando a dessensibilizagdo
(KANDASAMY etal., 2011).

Hosoda e colaboradores demonstraram a presenga de oA, o;B e
a;D mRNA em aorta de rato. De acordo com seu estudo, os subtipos
responsaveis pela constricdo nesse vaso variam de acordo com a
expressdo de mRNA que é ;D > o;B > a;A (HOSODA et al., 2005).

Os mecanismos que levam a hiporreatividade vascular, a
hipotensdo e a vasoplegia na sepse ainda ndo sio totalmente entendidos,
e consequentemente, ainda ndo ha nenhum tratamento efetivo.

1.3 RECEPTOR a; ADRENERGICO

Os adrenoceptores pertencem a uma familia de receptores de
membrana, acoplados a proteina G (GPCRs, do inglés, G Protein
Coupled Receptors), que respondem as catecolaminas, sejam naturais
como adrenalina e noradrenalina, importantes mediadores do sistema
nervoso simpatico, ou sintéticas, como o isoproterenol.

Os receptores adrenérgicos sdo divididos em duas grandes sub-
categorias: o ¢ B, que sdo ainda subdivididos em oA, B, oD, wA,
B, a,C e B1, B2, B3. Receptores a; normalmente medeiam respostas
no orgdo efetor enquanto o, estdo localizados principalmente na
membrana pré-sinaptica e regulam a liberagdo de neurotransmissores,
mas também estdo presentes em membranas pos-sinapticas.
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Pela sua fundamental participacdo no controle da pressao arterial,
os receptores alfa t€ém sido muito estudados. Além da pressdo arterial, os
receptores alfa-adrenérgicos também estdo envolvidos na modulagdo
renal, micgdo, digestdo, reproducdo, processos endocrinos, metabdlicos
e comportamentais (DOCHERTY, 1998; RANG et al., 2007a).

Os receptores a,; estdo acoplados a fosfolipase C, gerando assim
inositoltrisfosfato (IP;) e diacilglicerol (DAG) como segundos
mensageiros, ¢ t€m seus efeitos mediados principalmente pela liberagdo
de Ca” intracelular. J4 os receptores a estdo negativamente acoplados a
adenilato ciclase, promovendo sua inibi¢ao, reduzindo assim a formagao
de adenosina monofosfato ciclico (cAMP) e inibindo canais de calcio. Ja
os receptores B agem por estimular adenilato ciclase (RANG et al,,
2007b).

Com elevadas concentracdes citosolicas, o calcio forma um
complexo com a calmodulina, que ¢ capaz de ativar a enzima
responsavel pela fosforilagdo das cadeias (regulatorias) leves de miosina
(MLCK, do inglés, Myosin Light Chain Kinase). A fosforilacdo da
miosina permite que estas se liguem aos filamentos de actina levando a
contragdo muscular. Ao contrario, o relaxamento ocorre quando
vasodilatadores como o NO, por exemplo, ativam a cinase que,
interagindo com miosina fosfatase, desfosforila miosina prevenindo a
contragcdo (SURKS, 1999; OGUT e BROZOVICH, 2003).

O subtipo alA ¢ principalmente encontrado na artéria renal, no
ducto deferente, hipocampo e¢ no cértex cerebral de ratos. Por outro
lado, receptores do tipo alB sdo expressos principalmente no figado,
bago e coragdo e cortex cerebral de ratos, bem como em células de
linhagem de musculo liso de hamster e de células de linhagem de
tiredide de ratos (CALZADA e ARTINANO, 2001). O estudo em seres
humanos de Price e colaboradores mostra que 0 mRNA dos receptores
do tipo alA predomina, principalmente, no coracdo, cerebelo, cortex
cerebral e prostata. Ja para o subtipo a1B, o predominio ocorre no bago
e rins, enquanto que o mRNA para o subtipo a1D ¢é encontrado em altas
concentracdes na aorta, pulmao e cortex cerebral de ratos (PRICE et al.,
1994). O que temos de ressaltar ¢ que ndo necessariamente a presenca
de mRNA esta correlacionada com a expressao e func¢do de proteinas.

Os receptores adrenérgicos estdo sujeitos a uma regulacdo
dindmica por uma variedade de mecanismos, incluindo fosforilacéo,
interagdes proteina-proteina, trafico de proteinas e transcricdo. Um dos
mais intensamente estudados desses mecanismos ¢ a dessensibilizacdo
(MICHELOTTI et al., 2000).
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O termo dessensibilizagdo ¢ utilizado para se referir a uma
variedade de processos pelos quais a interagdo funcional de um receptor
e sua proteina G s3o prejudicadas, e pode ser dividido quanto ao
estimulo causal (homologo ou heter6logo), quanto a duracgao (rapido —
minutos ou lento — horas), e quanto ao mecanismo envolvido (perda da
funcdo sinalizadora receptora, redu¢do do numero de receptores ou
down-regulation).

Dessensibilizagdo homologa refere-se a fosforilagdo do receptor
por cinases acopladas a proteina G (GRK), aumentando a afinidade dos
receptores por moléculas de (-arrestina. Essa ligagdo impede a interagdo
do receptor com a proteina G, inativando-o. A [B-arrestina por sua vez,
liga-se com alta afinidade as moléculas de clatrina, iniciando a
internalizag@o do receptor fosforilado. A arrestina pode ligar-se também
a proteina G do receptor constituindo assim uma via de
dessensibilizagdo independente de fosforilagdo (ZHANG, 1996).

Dessensibilizagdo via retroalimentacdo negativa por segundos
mensageiros desencadeados por cinases (PKA ¢ PKC) caracteriza
fosforilagdo heterdloga, uma vez que qualquer estimulo que seja capaz
de aumentar AMPc ou diacilglicerol, apresenta potencial para induzir
dessensibilizacdo. Ha também o processo de dimerizagdo, onde a
heterodimerizagdo pode afetar a expressdo de receptores na superficie
celular, como por exemplo, receptor a;D adrenérgico normalmente ndo
¢ expresso na superficie da maioria das células, a ndo ser que ocorra
dimerizagdo com receptores o;B. Afeta também a taxa de
dessensibilizagdo do receptor e efeito dos agonistas na transdugdo de
sinal, resultando em consequéncias ainda ndo totalmente estabelecidas
na funcdo destes receptores (UBERTI et al. 2005; HAGUE et al. 2006;
MCGRAW et al. 2006).

Os dois processos principais envolvidos na dessensibilizagdo de
receptores acoplados a proteina G sdo a mudanga no estado funcional
(fosforilagdo) e ntimero de receptores na membrana (internalizagdo)
(LOHSE, 1993; RANG et al., 2007a).

Uma variedade de fAirmacos, doencgas e estados fisioldgicos estdo
associados a um aumento ou diminui¢do de receptores adrenérgicos em
células alvo (MAHAN et al., 1987). Um dos casos é o que ocorre na
faléncia cardiaca, onde o aumento da atividade simpatica ¢ uma das
respostas neuro-humorais mais precoces ¢ um dos fatores mais
importantes no remodelamento progressivo que induz ao declinio da
funcdo miocardica e consequentemente um mau prognostico destes
pacientes. A ativacdo simpatica eleva a frequéncia cardiaca, causa
vasoconstricdo arteriolar, aumento da resisténcia vascular periférica e
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renal, reduz o fluxo sanguineo e a excre¢do de sddio, com o consequente
aumento das pressdes e dos volumes ventriculares. O trabalho cardiaco e
o consumo de oxigénio miocardico aumentam. Além disso, estimulando
o crescimento e o estresse oxidativo em células terminais diferenciadas,
a noradrenalina pode desencadear apoptose (KANAIL, 1997;
COMMUNAL et al., 1998).

Se um agonista beta-adrenérgico aumenta a contratilidade, seria
esperado um beneficio de seu uso na insuficiéncia cardiaca, pelo
aumento na for¢a de contragdo do musculo cardiaco. Por outro lado,
qualquer farmaco que inibisse os receptores beta-adrenérgicos deveria
piorar a insuficiéncia cardiaca. Este foi o pensamento até os primeiros
anos da década de 80. Entretanto, a partir dos resultados favoraveis
obtidos por um grupo sueco (WAAGSTEIN et al., 1975) na década de
1970 até as conclusdes de pesquisas mais recentes, esse dogma ja pode
ser considerado ultrapassado.

O reconhecimento dos efeitos deletérios do sistema nervoso
simpatico na disfunc¢do ventricular e a potencialidade da inibi¢do da
estimulagdo simpatico-adrenérgica pelo tratamento cronico com
betabloqueadores levaram a utilizacdo crescente desses compostos na
faléncia cardiaca. Os betabloqueadores sdo recomendados com o
objetivo de melhorar os sintomas e reduzir o risco de morte e
hospitalizagdo nos casos de IC leve a moderada. O tratamento com
betabloqueadores deve ser iniciado com a menor dose efetiva, em um
intervalo de 12 horas, e aumento gradativamente conforme tolerado.

Sabendo que durante o choque séptico, a hiporresponsividade
adrenérgica ocorre principalmente devido a internalizagdo de receptores
adrenérgicos (KATO e PINSKY, 2015), o que foi confirmado por dados
de nosso laboratorio (DAL-SECCO et al., dados ndo publicados), que
também mostram que o comprometimento da reatividade vascular esta
associado a uma diminui¢do da abund de receptores alfa-1 adrenérgicos
na aorta durante a fase tardia da sepse, e tendo em vista este efeito
paradoxo benéfico do uso de betabloqueadores na insuficiéncia cardiaca,
o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de bloqueadores alfa
adrenérgicos em animais submetidos ao modelo de CLP.
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1.4 JUSTIFICATIVA

A reatividade vascular a vasoconstritores e vasodilatadores ¢
reduzida apos trauma, choque e sepse ou sindrome de disfungido de
multiplos 6rgdos. Essa redugdo da reatividade vascular interfere
gravemente no tratamento destas condigdes, por isso ¢ muito importante
elucidar os mecanismos assim como procurar por tratamentos eficazes.

Muitos trabalhos publicados, assim como dados anteriores de
nosso laboratério, mostraram que o comprometimento da reatividade
vascular estd associado a uma diminuicdo da densidade de receptores
adrenérgicos ou internalizagdo dos mesmos na aorta € no coragao,
durante a fase tardia da sepse.

1.5 HIPOTESE DE TRABALHO

Dentro deste contexto, a hipdtese deste projeto é que a
administragdo de um antagonista alfa 1 seletivo ¢ capaz de promover a
regulacdo positiva dos receptores adrenérgicos alfa-1 melhorando a
resposta vasoconstritora de animais sépticos.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Verificar se a administragdo de um antagonista alfa 1 seletivo
(doxazosina ou prazosina) é capaz de promover a regulacdo positiva dos
receptores adrenérgicos alfa-1 melhorando a resposta vasoconstritora a
sepse.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar as consequéncias dos tratamentos na sobrevida dos
animais sépticos;

b) Verificar se o tratamento com antagonista alfa 1 (prazosina e
doxazosina) ird promover alguma alteragdo da resposta vasopressora a
fenilefrina, medindo o grau de contratilidade de vasos através do
método de banho de 6rgdo isolado;

¢) Verificar se o tratamento ird promover alguma alteragdo na
pressdo arterial média dos animais;

d) Verificar possiveis danos teciduais através de testes
bioquimicos ¢ a a¢do dos tratamentos neste contexto;

e) Verificar se o tratamento com prazosina ¢ doxazosina
promove up-regulation dos receptores alfa na aorta, através de ensaio de
densidade de receptores.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS E RANDOMIZAGCAO

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 45
e 50 g, com idade entre 2 e 3 meses, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos no Biotério Setorial
do Departamento de Farmacologia até a realizagdo dos experimentos.
Ao atingir a idade, os animais foram transferidos para o Biotério do
laboratério para aclimatacdo e desverminagdo preventiva. Foi
adicionada uma quantidade de 7 mL/L do vermifugo albendazol 10%
suspensdo a agua de beber, que foi mantido por 3 dias. Em seguida a
agua de beber foi adicionada vitamina Vitagold®, em concentragdo de
1000 UI/L por 4 dias. Em seguida, retornou-se a agua normal e apos
uma semana do término da vitamina, os animais foram utilizados para
os experimentos. Os animais foram mantidos em mini isoladores
(Alesco, Monte Mor, Sdao Paulo, Brasil), cinco por caixa, com livre
acesso a racdo e agua em local com temperatura ambiente controlada
(22 + 2°C) € ciclo de luz claro/escuro (12/12h). Todos os procedimentos
que utilizaram animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais/UFSC sob o protocolo nimero 5388190617 e de acordo com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Os animais foram numerados e por sorteio, alocados a cada grupo
experimental.

As doses dos antagonistas utilizadas foram mapeadas através de
experimentos prévios, em animais submetidos ao modelo de
endotoxemia (LPS).

3.2 MODELO EXPERIMENTAL: INDUCAO DA SEPSE POR
LIGADURA E PERFURACAO DO CECO (CLP)

O modelo de sepse polimicrobiana utilizado para este trabalho foi o
de ligacdo e perfuragdo do ceco (CLP), descrito inicialmente por
Wichtermann e colaboradores (1980). Para isto, visando a reducdo do
desconforto e sofrimento animal, os camundongos foram pré-anestesiados
por via i.p. com xilazina (5 mg/Kg) e analgesiados com cloridrato de
tramadol (10 mg/Kg). Em seguida, os animais foram anestesiados em
camara anestésica saturada com mistura de isoflurano (5% para anestesia e
2% para manuten¢do via mascara facial) e oxigénio a 100%. Todo
procedimento foi realizado sobre uma cama aquecida a 37°C. Apos
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antissepsia da regido abdominal com &lcool 70%, os animais receberam
infiltragdes subcutaneas na linha alba (local da incisdo cirrgica) do
anestésico local lidocaina (2%, sem vasoconstritor), no volume final de
100 pL para cada sitio de infiltragdo. Depois da confirmagdo da auséncia
de reagdes aos estimulos externos, foi efetuada uma laparotomia com
incisdo de aproximadamente 1 cm e subsequente exposicao e ligadura nao-
obstrutiva do ceco, abaixo da valvula ileocecal. Foi feita uma perfuracdo
transfixante no ceco com agulhas 18G, seguido de leve compressdo para
assegurar a saida de contetdo intestinal. O ceco foi realocado na cavidade
abdominal e a musculatura e pele foram suturadas. Apds a cirurgia, os
animais recebem 30 mL/kg de salina tamponada com fosfatos (PBS; em
mM: NaCl 137; KCI 2,7; KH,PO4 1,5 e NaH,PO, 10,8; pH 7,4)
aquecida a 37°C por via s.c. para reposi¢ao fluidica. Os animais foram
mantidos em ambiente aquecido para a recuperagdo total da cirurgia e
foram acomodados novamente no biotério local do laboratdrio com livre
acesso a agua e ragdo. Para analgesia pos-cirirgica, os animais receberam
cloridrato de tramadol (5 mg/kg, s.c.) a cada 12 horas, até a 48 horas ap6s
a cirurgia.

3.3 AVALIACAO DA SOBREVIDA

Para avaliagdo do grau de letalidade do modelo e eficacia dos
tratamentos, grupos de animais submetidos a cirurgia, conforme item
3.2, foram tratados, por via subcutidnea, com prazosina ou doxazosina
(ou salina, no caso do grupo controle) 12 horas apds a indugdo da sepse
e observados a cada 24 horas por 96 horas. Os animais receberam
tratamento de 1 mg/Kg de prazosina ou doxazosina 12 horas apds a
indugdo da sepse pelo modelo de CLP, uma unica vez. Neste periodo, os
animais foram mantidos em local com temperatura (22 + 2 °C) e ciclo
de luz claro/escuro (12/12 h) controlado automaticamente, com livre
acesso a racdo e agua. Comparou-se a mortalidade entre os grupos
submetidos ao CLP sem tratamento, tratados com inibidor seletivo dos
receptores alfa-1 e animais controle (naive).
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3.4 EXPERIMENTOS IN VITRO: REATIVIDADE VASCULAR EM
ANEIS DE AORTA

3.4.1 Remociao, preparacio e montagem dos anéis de aorta em
banho de érgio isolado

Vinte e quatro horas depois do procedimento cirurgico os
animais foram eutanasiados com overdose anestésica de
cetamina/xilazina (140/30 mg/kg, i.p., respectivamente). Com os
animais posicionados em dectbito dorsal, realizou-se uma incisdo da
regido toracica e disseccdo da camada de pele e musculo, realizando-se
um laparotomia para visualizagdo dos orgdos internos. Os pulmdes,
coragdo e demais 6rgdos foram deslocados para visualizagdo da aorta ao
longo da coluna vertebral, sendo esta dissecada a partir da extremidade
acima do diafragma até abaixo do arco adrtico, com muito cuidado e
evitando-se estiramento excessivo ou torgoes.

As aortas foram removidas e colocadas em uma placa de Petri
contendo solugdo nutritiva de Krebs (concentragdes, em mM: NaCl
131,3; KCI 4,7; KH,PO,4 1,18; MgSO,4 1,17; NaHCOj; 14,9; Dextrose
5,5; CaCl, 1,6; EDTA 0,08) gelado para retirada cuidadosa dos tecidos
adjacentes. Em seguida as artérias foram seccionadas em anéis de 3 a 4
mm de comprimento que foram acondicionados em hastes rigidas de
aco inoxidavel que estavam acoplados a um transdutor de for¢a (modelo
i-FOT 50SW) e amplificador (modelo BRAM-4B; todos da
GlobalTown Microtech, Inc., Sarasota, FL, EUA) para registro da forga
de contragdo isométrica exercida pelos anéis. O sistema foi conectado a
um poligrafo computadorizado (PowerLab 4/30®) e software de
integragdo e registro (LabChart® Pro v. 7.3.3 ambos da AD
Instruments, Australia).

As hastes com os anéis foram mantidas em cubas de vidro (com
capacidade maxima para 5 mL) contendo solugdo nutritiva de Krebs sob
temperatura constante 37°C, pH 7,4 e aeradas continuamente com
mistura carbogénica (95% 0,/5% CO,) para manutencao das condigdes
funcionais do tecido. As preparagdes foram submetidas a uma tensdo
basal de 0,5 g e permaneceram em estabilizagdo por um periodo de 1
hora. Durante esse periodo a solug¢do nutritiva foi trocada de 15 em 15
minutos.

Apbs o periodo de estabilizacdo, a solugdo de Krebs foi trocada
por solugdo nutritiva contendo 120 mM de cloreto de potassio para teste
da atividade biologica das preparagdes. Apos as preparacdes foram
lavadas 3 vezes com Krebs-Henseleit e passaram por um novo periodo
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de estabilizacdo de 30 minutos, onde o liquido nutritivo foi trocado em
intervalos de 15 minutos. Em seguida, os anéis foram pré-contraidos
com fenilefrina 1 pM e apds atingirem a contracdo maxima, foi
adicionada acetilcolina 1 uM. Um relaxamento de 70-80% confirmou a
presenga de endotélio intacto.

3.4.2 Protocolos experimentais

Os animais sépticos receberam prazosina ou doxazosina (ou
salina, no caso do grupo controle) 1 hora ou 12 horas ap6s a inducao da
sepse. No caso do tempo de 12 horas, também foram testadas duas
doses (1 e 5 mg/Kg de cada antagonista). Vinte e quatro horas apds a
inducdo da sepse, as aortas foram obtidas conforme acima. Os
protocolos estdo mostrados abaixo:

Protocolo 1)

3L
12h 24h
| | |
— | |
Inducdo PRZ 1 mg/Kg ou DOXA 1 mg/Kg s.c. Medida da
cLp PRZ 5 mg/Kg ou DOXA 5 mg/Kg s.c. reatividade
Vascular
Protocolo 2)
N 1h 24h
| | |
| | I
Indugdo PRZ 1 mg/Kg s.c. Medida da
CLP DOXA 1 mg/Kg s.c. reatividade
Vascular

Esquema 1: Protocolos experimentais para medida da reatividade vascular in
vitro.
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3.5 MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL EM ANIMAIS
ACORDADOS

Para mensurar possiveis alteragdes provocadas pelos tratamentos,
os animais foram avaliados antes da cirurgia (afericdo pressdo basal) e
apos 24 horas da cirurgia de CLP. Foram avaliados quatro grupos
experimentais: animais controle (naive, sem tratamento), CLP +
tratamento com prazosina 1 mg/Kg, CLP + tratamento com doxazosina 1
mg/Kg e CLP tratado com salina. As medidas de pressdo arterial foram
realizadas na cauda dos animais, pelo método de pletismometria, também
conhecido como fail-cuff. Primeiramente os animais passaram por uma
adaptacdo (Dia 1). Nesta etapa, os mesmos foram acondicionados na sala
de experimentacdo com temperatura controlada (30° C) por 30 minutos
antes do inicio do experimento. Neste modelo, a permanéncia em
ambiente aquecido ¢ importante para permitir a detec¢do do fluxo
sanguineo na cauda. Os animais foram entdo colocados em tubo cilindrico
de acrilico para conten¢ao, e acomodados sobre uma placa aquecida. Uma
presilha foi colocada na cauda dos animais e foram realizadas 5 medidas.
Apbs essa sessdo, os animais foram realocados em suas caixas e
acondicionados no biotério. No dia seguinte (Dia 2), os animais foram
novamente acondicionados em sala com temperatura controlada (30° C) e
tiveram sua pressdo arterial coletada (afericdo controle). No Dia 3, os
animais passaram pelo procedimento cirirgico para indugdo da sepse. No
Dia 4 (24 horas apos CLP), sob as mesmas condi¢des citadas acima, os
animais tiveram novamente suas medidas de pressdo arterial obtidas. Os
resultados foram expressos em mmHg e a média dos valores obtidos foi
comparada entre os grupos experimentais. Por ser um sistema de medida
de pressdo arterial ndo-invasivo, realizado em animais acordados, pode-se
garantir a utilizagdo de um unico grupo de animais para avaliagdo antes e
apos a cirurgia. O Esquema 2 representa a linha do tempo do protocolo
experimental.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 12h Dia 4

VvV —3y 3

Treinamento ~ Aferigdo pressio [ p Tratamento Aferigdo
basal prazosina ou pressio
doxazosina teste
Img/Kg s.c.

Esquema 2: Protocolo experimental para afericdo da pressdo arterial por
pletismografia de cauda.
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3.6 DOSAGENS BIOQUIMICAS
3.6.1 Creatina cinase fracao MB (CK-MB)

A determina¢do de CK-MB foi realizada através de kit comercial
Labtest (Ref.:118, Labtest Diagnostica S/A, Lagoa Santa, MG, Brasil).
E um sistema enzimatico para determinagdo quantitativa da atividade da
isoenzima MB da Creatina Cinase (CK-MB) em modo cinético em soro
ou plasma, utilizado para avaliacdo de disfun¢do cardiaca. A amostra foi
incubada com o reagente de trabalho, que contem um anticorpo
especifico capaz de inibir completamente a atividade enzimatica do
monomero CK-M. A atividade do mondémero CK-B, que nio ¢ inibida
pelo anticorpo, ¢ medida pela desfosforilagdo da creatina fosfato pela
CK-B com a formacdo de ATP, que reage com a glicose na presenga da
hexoquinase formando glicose-6-fosfato, que na presenca da glicose-6-
fosfato desidrogenase ¢ oxidada a 6-fosfogluconato e reduz NADP a
NADPH. A velocidade de incremento na absorbancia em 340nm ¢
proporcional a atividade da CK-B na amostra. O teste feito em placa de
96 pogos teve a leitura realizada em leitor de placas (Multileitora
SpectraMax Paradigm). Os valores foram calculados através de um fator
de calibragdo, onde o resultado foi expresso em U/L.

3.6.2 Dosagem de Alanina Transaminase (ALT)

A determinagdo foi realizada através de kit comercial (Bioclin-
K035, Belo Horizonte, MG, Brasil). E um método para determinagdo da
transaminase piruvica (ALT ou TGP), colorimétrico e somente para uso
diagnoéstico in vitro, utilizado para avaliar disfungdo hepatica A
transaminase catalisa a transferéncia do agrupamento amino de um alfa-
aminoacido para um alfa-cetodcido. O piruvato reage com
dinitrofenilhidrazina e a intensidade de colora¢do da hidrozona formada,
em meio alcalino, é diretamente proporcional a quantidade de ALT na
amostra. O teste feito em placa de 96 pogos teve a leitura (505nm)
realizada em leitor de placas (Multileitora SpectraMax Paradigm) e os
resultados foram calculados em fungdo de um fator de calibragdo e
expressos em U/L.



49

3.7 ANALISES MOLECULARES
3.7.1 Ensaio de ligacio de receptor al adrenérgico

Para avaliagdo da densidade de receptores alfa, os animais foram
divididos em trés grupos: controle (naive), CLP e CLP tratado com
prazosina. A aorta foi coletada 24 horas ap6s a cirurgia de CLP. Os
animais foram anestesiados com uma combinac¢do anestésica de
cetamina (90 mg/Kg) e xilazina (5 mg/Kg) por via i.p. Seguiu-se com a
perfusdo transcardiaca com solucgdo salina 0,9% por 7 minutos e apos,
com solugdo de formaldeido tamponado a 4% por 3 minutos. Os tecidos
coletados foram fixados em solugdo de formaldeido 4% por 24 horas,
em temperatura ambiente, e depois imersos em solucdo de sacarose 30%
por mais 24 horas (solugdo crioprotetora) a 4°C. Em seguida o material
foi colocado em blocos de Tissue-Tek O.C.T (Sakura Finetek Inc.,
Torrance, CA, Estados Unidos) e congelados em freezer -80° C. Os
blocos foram cortados em fatias transversais em criostato (Criostato
Thermo Scientific HM525 NX; Thermo Fisher Scientific, EUA) com
espessura de 7 pm, e colocadas em laminas pré-tratadas com poli-L-
lisina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Estados Unidos). As laminas
foram mergulhadas em solug@o de perdoxido de hidrogénio e metanol,
em uma concentragdo de 1:10 e mantidas por 20 minutos, sob protegao
da luz, em temperatura ambiente. Passado o tempo, os cortes foram
contornados com caneta hidrofobica (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
Estados Unidos), limpos com agua destilada para tirar qualquer residuo
e incubados com prazosina fluorescente, BODIPY® FL prazosina
(QAPB; Molecular Probes, Eugene, OR, Estados Unidos) 250 nM por
90 minutos a temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS, o corte foi
coberto por laminula usando meio de montagem aquoso Gel Mount™
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Estados Unidos). Como controle de
seletividade do QABP, em outro grupo de laminas foi acrescentado um
antagonista alfa-1 ndo fluorescente, o hidrocloridrato de prazosina 250
uM (PNF; Sigma-Aldrich, St Loius, MO, Estados Unidos), logo apds o
tratamento com QABP. Laminas sem nenhum tratamento foram
utilizadas como controle de autofluorescéncia. Para a leitura, utilizou-se
microscopio confocal de fluorescéncia (Leica DMI6000B®) e as
imagens foram capturadas através do software LAS AF Lite® (ambos
da empresa Leica Microsystems, Wetzlar, HE, Alemanha). Todos os
testes foram feitos em duplicata com dois cortes do mesmo tecido para
cada grupo experimental. A intensidade de fluorescéncia foi
determinada com o programa ImageJ® (versdo 1.36b; NIH; Bethesda,
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MD, Estados Unidos) e os valores foram expressos como unidades
arbitrarias. O esquema 3 representa passo a passo o protocolo
experimental.

b 24
@ Sacarose
— 12h 24h 30% Criostato
i | | AN A .
TR
PRZ 1 me/Kg Coletaaorta | 22N Congelamento 24h ensaio
DOXA 1 mg/Ke PFA Tissue-Tek PRZ QAPB

R
CLP + PRZ 1 mg/Kg

CLP + DOXA 1 mg/Kg 1h PRZ QAPB Montagem  24h
NAIVE 250 nM \/ Leitura
20’ Peréxido /
hidrogénio + 1h PRZ
Metanol 1:10 Frio 250 uM

Esquema 3: Protocolo experimental. Avaliagdo do efeito do tratamento com
prazosina ou doxazosina na densidade de receptores a1 adrenérgicos na aorta
de animais sépticos.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A curva de sobrevida foi analisada pelo teste de log-rank e a
diferenga entre as curvas representativas de cada grupo experimental foi
considerada significativamente diferente quando p < 0,05. Os demais
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e foram
empregadas a analise de varidncia (ANOVA) de uma ou duas vias,
conforme protocolo experimental, seguida pelo teste de post-hoc de
Bonferroni de multiplas comparagdes. Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. Os testes estatisticos foram realizados com
o software GraphPad Prism® versdo 5.0 (San Diego, CA, USA).
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4.0 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA REATIVIDADE A FENILEFRINA EM ANEIS
DE AORTA DE ANIMAIS SEPTICOS TRATADOS COM
PRAZOSINA E DOXAZOSINA

4.1.1 Tratamento feito 12 h apés CLP com 1 mg/Kg de prazosina ou
doxazosina

Investigamos qual o efeito do tratamento com antagonistas

seletivos de receptores alfa-1 adrenérgicos, com uma dose de 1 mg/Kg,
no tempo de 12 horas poés-cirurgia, na hiporresponsividade a
vasoconstritores observada em animais sépticos.
Conforme mostrado na Figura 1 e tabela 2, podemos observar que ha
uma redu¢do na contratilidade frente a fenilefrina da artéria aorta de
animais sépticos quando comparados aos animais controle, sem alterar
poténcia (CES50) e Emax. Essa diferenca desapareceu e os valores
voltaram proximos aos de animais controle (naive), quando tratados
com prazosina ou doxazosina 12 h apdés CLP. Nao houve nenhuma
alteragdo da resposta contratil dos anéis de aorta de animais controle
(naive) tratados com prazosina 1, 3, 5 e 10 mg/Kg (dados ndo
mostrados).
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Figura 1. Efeito da prazosina e doxazosina sobre reatividade vascular a
fenilefrina em anéis de aorta de camundongos sépticos. Os animais foram
tratados com prazosina ou doxazosina (1 mg/Kg, s.c.) 12 horas ap6s a cirurgia.
Vinte e quatro horas apés o CLP, as aortas foram coletadas e montadas em
banho de 6rgao isolado. As barras representam média + E.P.M de 6 animais. *p
< 0,05 em relacdo ao grupo CLP; ANOVA de duas vias seguida pelo teste post
hoc de Bonferroni.
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Tabela 2. Reatividade vascular da artéria aorta do grupo controle, CLP
e CLP tratado com prazosina ou doxazosina 1mg/Kg 12 h ap6s CLP

Fenilefrina
Controle
Emax (g) 0,39 + 0,009
CE50 (uM) 0,054
CLP
Emax (g) 0,19+0,014
CE50 (uM) 0,04
CLP+PRZ
Emax (g) 0,32+0,016
CE50 (uM) 0,038
CLP+DOXA
Emax (g) 0,28+0,014
CE50 (uM) 0,044

Emax = Efeito maximo contratil. CES0 = Concentragéo efetiva capaz de gerar
50% do efeito maximo. As andlises estatisticas foram realizadas por meio de
ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni.

4.1.2 Tratamento feito 12 h apés CLP com 5 mg/Kg de prazosina ou
doxazosina

Também investigamos se o tratamento com uma dose maior dos
antagonistas (5 mg/Kg), no tempo de 12 h pds cirurgia, resultaria em
efeito maior na hiporresponsividade a vasoconstritores observada em
animais sépticos.

Conforme a Figura 2 e tabela 3, podemos observar que ha uma
redugdo na contratilidade frente a fenilefrina em anéis de aorta obtidas
de animais sépticos, sem alterar poténcia (CE50) e Emax com os
tratamentos. Curiosamente, o tratamento com doses maiores de ambos
antagonistas nao foram capazes de reverter esse quadro.
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Figura 2. Efeito da prazosina e doxazosina sobre reatividade vascular a
fenilefrina em anéis de aorta de camundongos sépticos. Os animais foram
tratados com prazosina ou doxazosina (5 mg/Kg s.c.) 12 horas apds a cirurgia.
Vinte e quatro horas apoés CLP, as aortas foram coletadas ¢ montadas em banho
de 6rgdo isolado. As barras representam média + E.P.M. de 5-6 animais. * p <
0,05 em relag@o ao grupo controle (naive); ANOVA de duas vias seguida pelo
teste post hoc de Bonferroni.
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Tabela 3. Reatividade vascular da artéria aorta do grupo controle, CLP
e CLP tratado com prazosina ou doxazosina 5Smg/Kg 12 h ap6s CLP

Fenilefrina
Controle
Emax (g) 0,393 + 0,007
CES50 (uM) 0,057
CLP
Emax (g) 0,271 £ 0,01
CES50 (uM) 0,064
CLP+PRZ
Emax (g) 0,261 + 0,01
CES50 (uM) 0,028
CLP+DOXA
Emax (g) 0,287 £ 0,01
CES0 (uM) 0,082

Emax = Efeito maximo contratil. CES0 = Concentragéo efetiva capaz de gerar
50% do efeito maximo. As andlises estatisticas foram realizadas por meio de
ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni.

4.1.3 Tratamento feito 1 h apés CLP com 1 mg/Kg de prazosina ou
doxazosina

Tendo em vista os diferentes tempos de meia vida dos dois
antagonistas (prazosina 11 horas e doxazosina 22 horas), investigamos
qual a consequéncia do tratamento em um tempo diferente (1 hora apos
CLP).

Conforme a Figura 3 e tabela 4, podemos observar que ha uma
reducdo na contratilidade da aorta de animais sépticos, mas que o
tratamento tanto com prazosina quanto com doxazosina (1 mg/Kg) nao
foi capaz de reverter esse quadro. Nao houvem altera¢des significativas
nas poténcias (CE50) e Emax.
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Figura 3. Efeito da prazosina e doxazosina sobre reatividade vascular a
fenilefrina em anéis de aorta de camundongos sépticos. Os animais foram
tratados com prazosina ou doxazosina (1 mg/Kg s.c.) 1 hora apds a cirurgia.
Vinte e quatro horas apds CLP, as aortas foram coletadas e montadas em banho
de orgdo isolado. As barras representam média + E.P.M de 6 animais. *p < 0,05
em relagdo ao grupo controle (naive); ANOVA de duas vias seguida pelo teste
post hoc de Bonferroni.
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Tabela 4. Reatividade vascular da artéria aorta do grupo controle, CLP
e CLP tratado com prazosina ou doxazosina 1mg/Kg 1 h apos CLP

Fenilefrina
Controle
Emax (g) 0,332+ 0,012
CES0 (uM) 0,047
CLP
Emax (g) 0,280+ 0,011
CES0 (uM) 0,048
CLP+PRZ
Emax (g) 0,219+ 0,012
CE50 (uM) 0,057
CLP+DOXA
Emax (g) 0,294 + 0,012
CE50 (uM) 0,057

Emax = Efeito maximo contratil. CES0 = Concentragéo efetiva capaz de gerar
50% do efeito maximo. As andlises estatisticas foram realizadas por meio de
ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni.

4.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM PRAZOSINA E
DOXAZOSINA SOBRE PARAMETROS CARDIOVASCULARES

4.2.1 Mensuracio da pressio arterial por pletismografia de cauda

Considerando a melhora na contratilidade dos vasos com
tratamento de 1 mg/Kg dos antagonistas, 12 h apés CLP, o passo a
seguir foi avaliar se esta melhora ocorreria também de forma sistémica.
Para isso foi verificada a pressdo arterial utilizado o método de
pletismografia de cauda.

A Figura 4 mostra que 24 horas ap6és CLP, ha uma queda na
pressdo arterial, € que o tratamento tanto com prazosina quanto com
doxazosina administrado na dose de 1 mg/Kg 12 horas apds cirurgia,
foram capazes de reverter esse quadro, prevenindo a queda da pressdo
arterial.



58

D 200-
I
€
£
® 1504 N
£ TE TR 1 § BE CLP
7 N N ] NAIVE
» N N
2 1004 ¢§ ¢§ CLP+DOXA
g §§ §§ CLP+PRZ
£ N N
S 504 N N
o N N
'S 71\ AN
» N N
g ] UNAY LA
o
T 1
& 5

Figura 4. Efeito da prazosina e doxazosina sobre a pressdo arterial de
camundongos sépticos. Os animais foram tratados com prazosina ou
doxazosina (1 mg/Kg) 12 horas ap0s a cirurgia. Vinte e quatro horas apos CLP,
a pressdo arterial sistolica foi avaliada por pletismografia. As barras
representam média + E.P.M de 5-6 animais. *p < 0,05 em relacdo ao grupo
tempo “zero” hora. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni.

4.3 EFEITO DA PRAZOSINA SOBRE DANO DE ORGAOS
4.3.1 Mensuracio dos niveis de CK-MB

E um marcador bioquimico utilizado para o diagnostico de lesdo
miocardica. Nos animais sépticos, notamos um aumento deste
parametro. O tratamento com prazosina indica reducdo de dano
cardiaco, visto que houve uma reducdo nos niveis plasmaticos de CK-
MB com o tratamento, conforme demonstrado na Figura 5.
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Figura 5. Efeito da prazosina sobre marcador bioquimico de dano cardiaco
em camundongos sépticos. Os animais foram tratados com prazosina 12 horas
apos a cirurgia e o sangue foi coletado 24 horas apds CLP para analise dos
niveis plasmaticos de CK-MB. As barras representam média + E.P.M de 5
animais, e os valores foram expressos como U/L. * p < 0,05 em relagdo ao
grupo controle (naive) e # p < 0,05 em relacdo ao grupo CLP; ANOVA de uma
via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.

4.3.2 Mensuracao dos niveis de ALT

ALT ¢é um biomarcador principalmente da atividade hepatica.
Nos animais sépticos, notamos um aumento deste parametro. O
tratamento com prazosina indica redug¢do do dano hepético, visto que
houve uma redugdo plasmatica destas enzimas, conforme demonstrado
na Figura 6.
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Figura 6. Efeito da prazosina sobre marcador bioquimico de dano hepatico
em camundongos sépticos. Os animais foram tratados com prazosina 12 horas
apos a cirurgia e o sangue foi coletado 24 horas apds CLP para analise dos
niveis plasmaticos de ALT. As barras representam média + E.P.M. de 5
animais, e os valores foram expressos como U/mL. * p < 0,05 em relacdo ao
grupo controle (naive) e # p < 0,05 em relacdo ao grupo CLP; ANOVA de uma
via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.

44 AVALIACAO DA DENSIDADE DE RECEPTOR a-
ADRENERGICO EM AORTA

Com a finalidade de validar nossa hipotese, realizamos este
ensaio para avaliar a densidade de receptores o, adrenérgicos nos tecidos
de artéria aorta.

Para valida¢do do método, verificamos a seletividade do
composto fluorescente, 0 BODIPY® FL prazosina (QAPB), que ¢ um
antagonista alfa-1 ligado a um fluoroforo, através do ensaio de ligacdo
com um antagonista ol adrenérgico ndo fluorescente, o cloridrato de
prazosina (PNF).

De acordo com as Figuras 7 e 8, podemos inferir que o PNF foi
capaz de deslocar a ligacdo do QAPB.
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Figura 7. Seletividade do composto QAPB para receptores al adrenérgicos
em aorta de camundongos. Imagens representativas de AF = autofluoreséncia,
QAPB = antagonista fluorescente al adrenérgico ¢ (QAPB + PNF) =
deslocamento da ligagdo pelo antagonista ndo fluorescente al adrenérgico.
Escala de 200 x.

@
?

< .
=]
3 T
g 20
5
g #
(] 1
® 10-
£ o
AF QAPB  QAPB+
PNF

Figura 8. Seletividade do composto QAPB para receptores al adrenérgicos
em aorta de camundongos. Representacdo grafica da intensidade de
fluorescéncia de QAPB em aorta de camundongo. O antagonista nao
fluorescente foi utilizado para competir com QAPB apds ser estabelecido o
equilibrio. AF = autofluorescéncia, QAPB = antagonista fluorescente ol
adrenérgico, (QAPB + PNF) = deslocamento da ligagdo pelo antagonista ndo
fluorescente a1 adrenérgico, U.A. unidades arbitrarias. As barras representam a
média + E.P.M. de 3 experimentos independentes, n = 5; ANOVA de uma via,
seguida pelo post hoc de Bonferroni; * p< 0,05 comparado com a AF; # p< 0,05
comparado com o QAPB.
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Apds avaliagdo da seletividade do composto QAPB para
receptores ol adrenérgicos, foi avaliado a densidade destes receptores
em aorta de animais controle, CLP e sépticos tratados com prazosina.

E importante ressaltar que neste experimento, estamos
observando receptores tanto da superficie celular quanto perinucleares.
Conforme a Figura 9, podemos observar que apesar de uma pequena
queda na densidade dos receptores o adrenérgicos observada na aorta,
com restauragdo aos valores basais com o tratamento de 1 mg/Kg de
cloridrato de prazosina, esta diferenca ndo foi estatisticamente diferente.
Os dados expostos nas Figuras 9 e 10, nos permitem sugerir que nao
ocorreu uma alteragcdo significativa na densidade de receptores al
adrenérgicos na aorta de camundongos sépticos.

CLP+PRZ

200 X

Figura 9. Ensaio de ligacdo com ligante fluorescente (BODIPY FL-prazosin
- QAPB) em aorta de camundongo. Comparagdo da densidade de receptores
o, adrenérgicos entre animais controle (naive) ¢ CLP e efeito do tratamento dos
animais sépticos com cloridrato de prazosina 1 mg/Kg 12 horas apds a cirurgia.
Imagens representativas. Escala de 200x.
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Figura 10. Ensaio de ligacdo com ligante fluorescente (BODIPY FL-
prazosin - QAPB) em aorta de camundongos sépticos. Representacdo grafica
da intensidade de fluorescéncia de QAPB em aorta de camundongo.
Comparagdo entre animais controle (naive) e CLP e efeito do tratamento dos
animais sépticos com cloridrato de prazosina 1 mg/Kg 12 horas apos a cirurgia.
U.A. = unidades arbitririas. As barras representam a média + E.P.M. de 2
experimentos independentes, n = 5; ANOVA de uma via, seguida pelo post hoc
de Bonferroni.

4.5 AVALIACAO DA SOBREVIDA

Como o tratamento com antagonistas alfa-1 adrenérgico induziu
melhora na reatividade vascular frente a fenilefrina e nos parametros
cardiovasculares, melhorando a disfuncdo de oOrgdos dos animais
sépticos, investigamos se tais efeitos provocariam consequéncias
benéficas na sobrevida dos animais. Como pode ser observado na Figura
11, nenhum dos tratamentos modificou a mortalidade induzida pela
sepse.
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Figura 11. Efeito da prazosina e doxazosina sobre mortalidade em
camundongos sépticos. Os animais foram tratados com prazosina ou
doxazosina 1 mg/Kg 12 horas apds a indugdo da sepse e a sobrevida avaliada
até 96 horas apds CLP. Os resultados foram expressos como porcentagem de
sobrevivéncia e representam dois experimentos independentes. Teste de Log-
rank; *p < 0,05 comparado com o grupo controle (naive); n = 10.
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5. DISCUSSAO

Mesmo com consideraveis avangos na terapéutica, o choque
séptico é uma das causas mais comuns de morte em unidades de terapia
intensiva. A fisiopatologia da sepse e do choque séptico ¢é caracterizada
por uma vasodilatacdo sistémica, levando a uma hipotensdo arterial,
faléncia multipla de 6rgdos e morte (BUCHER et al., 2003).

A hiporreatividade vascular as catecolaminas e outros firmacos
vasoconstritores ¢ um dos efeitos mais pronunciados do choque séptico
humano e contribui para a alta taxa de mortalidade associada a esta
condic¢do. Sendo assim, encontrar medidas de tratamento eficazes torna-
se muito importante, pois apesar de recomendado como melhora de
sobrevida, o tratamento precoce com intervengdes basicas e a aderéncia
as medidas preconizadas nos protocolos de manuseio da sepse ainda sdo
muito incipientes no Brasil.

Para este estudo, utilizamos como modelo de sepse o modelo de
ligadura e perfuragdo do ceco. Todos os protocolos foram desenvolvidos
com camundongos Swiss machos. Este modelo é o mais frequentemente
utilizado pois se assemelha muito com as caracteristicas da sepse em
humanos, recriando a mesma progressdo, com similares fases
metabolicas e hemodindmicas, com presenca das fases hiper e
hipodinamica. Dessa maneira, facilita o estudo deste quadro, apesar de
sabermos que nenhum modelo experimental mimetiza completamente a
sepse humana. Outra caracteristica importante ¢ que este modelo pode
produzir um espectro completo da gravidade da doenga, variando de
aguda e fatal a cronica, o que possibilita uma ampla gama de
experimentacdo, assim como nos permite interferir na mortalidade. De
acordo com trabalhos prévios do laboratorio, ficou instituido uma taxa
de mortalidade de aproximadamente 50% dos animais em 24 h para
padronizar o procedimento assim como garantir reprodutibilidade do
modelo.

Maior heterogeneidade de perfusdo causada por inadequada
vasodilata¢do e vasoconstri¢cdo leva a uma diminui¢do do fornecimento
de oxigénio, hipdxia tecidual e disfuncdo de 6rgdos. Nossos resultados
mostraram que 24 h ap6s a indugdo da sepse, os animais apresentaram
profundas alteragdes cardiovasculares, evidenciadas pela hipotensdo
arterial, hiporreatividade a fenilefrina e aumento dos valores séricos de
CK-MB.

Durante a sepse, aumento nos niveis de norepinefrina pode levar
a um down-regulation dos receptores vasculares adrenérgicos al,
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causando hiporresponsividade vascular, hipotensdo, hipoperfusdo
tecidual e disfungdo de multiplos orgaos.

O racional do presente trabalho estd baseado num aparentemente
paradoxo clinico, que ¢ o uso de B-bloqueadores em pacientes com
faléncia cardiaca (FIRMIDA ¢ MESQUITA, 2001). Importante lembrar
que a densidade destes receptores (principalmente o 1) esta menor que
o normal em virtude da grande ativacao do sistema nervoso simpatico,
com vistas a elevar o débito cardiaco. Considerando que o coragdo em
faléncia necessita muito de estimulagdo beta, o bloqueio destes
receptores seria, em teoria, profundamente desvantajoso para o paciente
(FOODY et al., 2002). Todavia, se antes contraindicados para esta
patologia, hoje os B-bloqueadores sdo terapia de primeira escolha na
faléncia cardiaca (BROPHY et al., 2001). Embora certamente nao seja o
unico mecanismo responsavel pelo beneficio clinico dos 3-bloqueadores
na faléncia cardiaca, ao bloquear parte dos receptores B1 cardiacos
remanescentes, os B-bloqueadores induzem os midcitos a aumentarem a
expressdo de receptores beta cardiacos (BRISTOW, 1997).

Ha uma grande série de medicamentos que visam mimetizar
(agonistas) ou inibir (antagonistas) os efeitos das catecolaminas
endogenas, e fazem parte do arsenal terapéutico disponivel para
tratamento de algumas doengas, como hipertensdo e choque, por
exemplo (AKINAGA et al., 2013). O cloridrato de prazosina, um
antagonista alfa-1 seletivo, ¢ indicado na clinica para o tratamento da
hipertensdo arterial essencial e secundaria de todos os graus. A dosagem
varia de 1 a 2 mg trés vezes ao dia até o maximo de 20 mg/dia. Foi visto
em alguns trabalhos, que os derivados de quinazolinas, como prazosina
e doxazosina, produziram tolerancia em seu efeito vasodilatador
sugerindo que essas substancias produzem up-regulation de al-AR nos
vasos (CAMBRIDGE & GREENGRASS, 1980; von BAHR et al.,
1982).

A administragdo de prazosina, em dose de 1 mg/Kg e injetado 12
horas apds a cirurgia, ou seja, com o quadro de sepse ja instalado, foi
capaz de ndo apenas aumentar a reatividade frente a fenilefrina em vasos
isolados, mas também de prevenir a queda da pressdo arterial média e de
reduzir substancialmente os valores de marcadores de dano a o6rgdo
vitais, como coragao ¢ figado.

A escolha da aorta como reporter da funcionalidade vascular,
apesar de vaso de condutancia, deveu-se aos fatos que a maioria das
investigacdes de reatividade vascular usam tecido adrtico de roedores
(JULOU-SCHAEFFER et al., 1990) e que, pelo menos no que se refere
a estudos com sepse experimental, a aorta ¢ um excelente marcador da
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perda da funcionalidade da microcirculagdo (BENEDET et al., 2018).
Utilizamos esta preparacdo para experimentos de dose- e¢ de tempo-
resposta. Os dois antagonistas do receptor alfa-1 adrenérgico, o
cloridrato de prazosina e doxazosina, em doses de 1 ¢ 5 mg/Kg e
administrados, na dose de 1 mg/Kg, em dois tempos apos a indugdo da
sepse, 1 ou 12 horas apos a cirurgia de CLP constituiram o protocolo de
avaliacdo.

A utilizagdo de uma dose maior (5 mg/Kg) dos antagonistas ndo
foi capaz de produzir o efeito de melhora de contratilidade.
Provavelmente, isto aconteceu porque na sepse ja se tem um nimero
reduzido de receptores e nessa dose, provavelmente os antagonistas
bloquearam os poucos receptores ainda disponiveis, levando a uma piora
do quadro geral. Ao utilizarmos a dose de 1 mg/Kg administrada 1 h
apos a cirurgia, também n3o houve melhora na contragdo a fenilefrina
nas aortas de animais tratados com cloridrato de prazosina,
provavelmente porque nesta fase inicial (hiperdindmica) ha uma maior
quantidade de receptores e sendo assim, os antagonistas apenas fizeram
seu efeito de impedir que as catecolaminas endogenas se ligassem.
Outra possibilidade é que, como os testes foram feitos 24 h apds a
cirurgia, pode ser que nesse tempo o efeito dos antagonistas ja tenha
desaparecido, ja que os animais tratados com cloridrato de doxazosina,
que tem uma meia vida plasmatica de 22 h, apresentaram uma melhora
na contratilidade, porém os resultados demonstraram que ndo houve
diferenga estatistica comparando tanto com os animais controle, quanto
com os animais sépticos. Para confirmar essa hipdtese, esses
experimentos poderiam ser realizados com um intervalo de tempo um
pouco menor entre o tratamento ¢ as analises.

No caso da segunda possibilidade estar ocorrendo, isso nos leva a
crer que o processo de internalizagdo ou dimerizagdo € rapido, pois
quando tratamos o animal 1 h apds a cirurgia, ao analisarmos 23 h
depois, o efeito ndo ¢ visto, ou seja, 0 mecanismo favoravel que a
prazosina e a doxazosina ativam so6 € visto quando o animal ¢ tratado 12
h apos CLP e analisado em 24 h, mas ndo quando o tratamento ¢ dado 1
h apés cirurgia. Destaca-se aqui que a meia-vida do cloridrato de
prazosina ¢ de aproximadamente 11 horas e da doxazosina 22 horas.

Isso também pode ser visto ao olharmos a curva de sobrevivéncia,
onde os animais receberam prazosina ou doxazosina 12 h apoés cirurgia,
apenas uma vez e, se observarmos os animais 12 h ap6s tratamento (24 h
apos cirurgia), veremos que houve um menor nimero de mortes, mas
comparando as 3 curvas totais (CLP, CLP+PRZ ¢ CLP+DOXA) nao
houve diferenga estatistica. Isso pode ser explicado pelo fato de que o
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mecanismo favoravel que os antagonistas estdo induzindo, ser um
processo rapido e reversivel. Uma maneira de confirmarmos esta
hipotese seria tratar os animais de 12 em 12 h até o fim da curva de
sobrevivéncia.

Na sepse ocorre, também, hipotensdo refratiria a
vasoconstritores. Ja estd bem descrito na literatura que em todas as
formas de choque vasodilatador, como ocorre normalmente no quadro
de sepse, ha um aumento na concentragdo de catecolaminas endogenas
(SYLVESTER et al.,, 1979; BENEDICT e ROSE, 1992), ¢ que, em
geral, ativagdo excessiva do receptor por agonistas provoca down-
regulation, enquanto o bloqueio por antagonistas leva a um up-
regulation dos receptores (INSEL, 1989). Isso ocorre, pois, o estado
ativo se torna mais suscetivel a fosforilagdo resultando em
dessensibilizacdo e down-regulation, enquanto o estado inativo
estabiliza o receptor resultando em up-regulation (BARKER et al.,
1994; MILLIGAN e BOND, 1997; DE LIGT et al., 2000). Este pode
justamente ser um dos fatores que contribui para a diminui¢do dos
receptores adrenérgicos na chamada fase tardia da sepse, pois ha muito
tempo ja se tem relatado que os receptores adrenérgicos sdo
dessensibilizados ap6s o choque e que a alta concentragdo de
catecolaminas, além de isquemia induzida por hipdxia e a liberagdo de
citocinas, podem resultar nessa dessensibilizagdo (LIU et al., 1998),
culminando em vasodilatacio e hipotensdo. Por isso ainda ha
controvérsias sobre a administragdo de vasoconstritores para tratamento
da hipotensdo na sepse, pois além de alguns pacientes nio terem
nenhuma melhora, poderia inclusive haver uma piora no quadro, ndo
apenas cardiovascular, mas do organismo como um todo. Apesar de ser
utilizada para elevar a pressdo arterial, a administragio de
vasoconstritores pode ter um efeito bastante negativo na perfusdo
tecidual, ja bastante prejudicada em pacientes e animais sépticos.

Como dito, o uso de antagonistas seletivo alfa-1 adrenérgico,
prazosina ou doxazosina nesse caso, foi com o intuito de promover um
up-regulation destes receptores melhorando a resposta contratil frente a
fenilefrina e, consequentemente, o quadro de hipotensao. Apesar de ter
ocorrido uma diminuig¢do dos receptores alfal-adrenérgicos na aorta de
animais sépticos, os dados do ensaio de ligagcdo utilizando prazosina
fluorescente mostra que a administragdo de antagonistas alfal, apesar de
terem melhorado a resposta na aorta e na pressdo arterial, ndo mostrou
aumento na densidade total de receptores alfa-1 adrenérgicos de cortes
de aorta.
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Down-regulation de receptores inclui dois processos. No
primeiro, ocorre diminui¢do do numero de receptores na superficie da
membrana celular, mas a quantidade total de receptor em cada célula
nao ¢ alterada. O segundo passo ¢ a diminui¢cdo da quantidade total de
receptores. No estagio inicial do choque a dessensibilizagdo do receptor
pode ser atribuida principalmente a diminuicdo da quantidade de
receptores na membrana celular, e em alguns trabalhos, isto foi possivel
de ser correlacionado com a internalizagdo dos mesmos (MAISEL et al.,
1987). A real down-regulation, que é a degradacdo dos receptores
internalizados e diminuicdo da expressdo, aparece de 3-5 horas até
mesmo 1-2 dias ap6s primeira etapa (DUAN et al., 2015).

Estudos avaliando a densidade de receptor alfa 1 no figado
(HWANG et al., 1993) e no coragdo (WU et al., 1997) de animais
submetidos a0 modelo de CLP, mostraram que estes sdo externalizados
das vesiculas para membrana celular na fase inicial da sepse (9 h apds
cirurgia) e internalizados na fase tardia (18 h ap6s a cirurgia). Como
estamos vendo receptores de membrana e receptores intracelulares em
nosso trabalho, pode estar ocorrendo este mesmo processo de
internalizagdo dos receptores observado nos animais sépticos, processo
o qual ¢ inibido pelos tratamentos. Isso explicaria o motivo de ndo
estarmos vendo diferenca na densidade total de receptores, pois o
numero de receptores ndo alterou, apenas o local onde se encontram
(membrana e citoplasma).

Outra possibilidade seria que a prazosina poderia estar se ligando
mais em um subtipo especifico, visto que sdo poucos os ligantes
reconhecidos por atuar apenas um subtipo de receptor al, que
apresentem pelo menos 100 a 1000 vezes maior afinidade do que se tem
pelos outros dois subtipos (GRAHAM et al., 1996), e deixando mais
disponivel um subtipo que sofra menos dessensibilizagdo frente a
vasoconstritores endogenos e exdgenos. Alguns estudos inclusive ja
sugeriram que mRNA olD pode apenas ser traduzido em resposta a
estimulos especificos, como a perda de outros subtipos de ARs
(TURNBULL et al., 2003).

Sabe-se que os receptores ol estdo sujeitos a fosforilagdo,
internalizagdo e dessensibilizagdo com exposicdo a norepinefrina,
epinefrina e fenilefrina. Entretanto, ha uma difereng¢a no grau em que
acontecem entre os subtipos de receptores ol (VAZQUEZ-PRADO et
al., 2000; GARCIA-SAINZ et al., 2004; CABRERA-WROOMAN et
al., 2010). Por exemplo, ja estd bem estabelecido que receptores alA
sdo menos fosforilados, dessensibilizados e internalizados quando
expostos as catecolaminas acima mencionadas do que os subtipos a1B
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e alD (CHALOTHORN et al, 2002; STANASILA et al.,, 2008;
CABRERA-WROOMAN et al, 2010; VAZQUEZ-PRADO e
GARCIA-SAINZ, 1996; VAZQUEZ-PRADO et al, 2000), ¢ a
fosforilagdo dos dois ultimos apresenta repercussdes funcionais. Em
contrapartida, o subtipo alA, que ¢é fosforilado de forma mais lenta,
apresenta apenas significincia funcional marginal quando de sua
fosforilagdo (GARCIA-SAINZ et al.,, 2001). Portanto, no que diz
respeito a fosforilagdo, dessensibilizacdo e internaliza¢do do receptor, a
visdo de que os alA sdo menos regulados do que os outros dois subtipos
¢ aceitavel (para revisdo ver COTECCHIA, 2010).

Receptores a1D s3o expressos constitutivamente em varias
artérias e sdo importantes na regulacdo do tonus vascular in vivo e esta
associado com a hipertensdo (VILLALOBOS-MOLINA et al., 1999).
Esse ¢ o principal subtipo de receptor al encontrado na aorta. Segundo
GARCIA-SAINZ e colaboradores, o subtipo olD estd sujeito a
dessensibilizacdo homodloga e heterdloga. Ainda, noradrenalina induz
rapido, porém pequeno, aumento no calcio intracelular ao se ligar aos
receptores olD, quando comparado com os outros subtipos
(VAZQUEZ-PRADO e GARCIA-SAINZ, 1996, VAZQUEZ-PRADO
et al., 2000). Portanto, a hipdtese de que pode estar ocorrendo
dimerizagdo de receptores alfa-1, provocando alteragdes na resposta
contratil frente a fenilefrina com o tratamento, sem alteragdo
significativa na densidade dos receptores, ¢ aceitavel.

O chamado choque vasodilatador é caracterizado ndo somente
pela hipotensdo por vasodilatagdo periférica, mas também pela ma
resposta ao tratamento com drogas vasopressoras (LANDRY, 2001).
Sendo assim, ao provocar alteragdes nos subtipos de receptores alfa-1
adrenérgicos ativos, estariamos interferindo também na agdo destes sem
precisar que a quantidade total de receptores alfa-1 seja alterada. Para
confirmagdo desta hipotese, a realizagdo de um ensaio de ligagdo com
isotopo radioativo seria essencial.

No modelo utilizado, além do dano cardiovascular, podemos
inferir também dano hepatico, observado pelo aumento das
concentragdes séricas de ALT. Os mecanismos de lesdo hepatica na
sepse sdo complexos e envolvem a interagdo de multiplos processos
fisiologicos. O figado tem papel importante na patogénese da sepse,
tanto como fonte tecidual para citocinas como TNF e IL-6, quanto como
orgao alvo destes mediadores mediando a lesdo hepatica (ABRAHAM e
SINGER, 2007). Células de Kupffer, que sdo macroéfagos hepaticos,
produzem quando ativados, mediadores inflamatorios de maneira
excessiva, como IL-1, IL-6, TNF, 6xido nitrico e espécies reativas de
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oxigénio que, ao serem liberados para a circulagdo sistémica,
contribuem para lesdo de varios orgdos assim como podem interagir
com hepatocitos e células endoteliais mediando dano do préprio figado
(FENG et al., 2017). Niveis de AST e ALT, indicadores de dano
hepatico, estdo aumentados em pacientes sépticos (KOSKINAS, 2008).
AlteragGes bioquimicas e histologicas semelhantes sdo reproduzidas em
animais submetidos ao modelo de CLP (LIANG et al., 2015) o que
também foi demonstrado em nossos resultados.

A disfuncdo hepatica induzida pela sepse estd intimamente
relacionada com maior mortalidade. Persisténcia ou desenvolvimento de
faléncia hepatica apds inicio da sepse estd associado com pior
prognostico (FENG et al., 2017). O desenvolvimento de faléncia de um
ou mais o6rgdos ameaca a sobrevivéncia de pacientes com sepse, ¢ a
mortalidade normalmente esta associada a disfun¢do multipla de 6rgéos
(MARSHALL et al., 1995). Portanto, o desencadeamento da sepse pode
ser melhorado prevenindo lesdes hepaticas. O tratamento com cloridrato
de prazosina 12 horas ap6és CLP, ou seja, com quadro de sepse ja
instalado, parece ter sido capaz de prevenir dano hepatico, ja que os
niveis do biomarcador ALT permaneceram proximos ao basal com o
tratamento.

Finalmente, nosso conjunto de dados demonstra que na sepse ha
um comprometimento cardiovascular com dano de o6rgdos que foram
prevenidos com o tratamento dos animais na sepse ja em curso, com um
antagonista alfa-1 adrenérgico.
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6. CONCLUSAO

Embora os principais objetivos da terapia hemodindmica no
choque séptico sejam restaurar a pressdo arterial média, o débito
cardiaco e a unidade microcirculatdria efetiva, nenhuma terapia vascular
provou sua eficiéncia. O entendimento dos fatores e mecanismos
contribuintes poderia ajudar na sele¢do de metas terapéuticas
significativas.

Nossos resultados indicam, pela primeira vez, que o tratamento
de camundongos com antagonistas al adrenérgicos, o cloridrato de
prazosina ou doxazosina, ¢ uma estratégia efetiva contra os danos
induzidos pelo modelo de sepse polimicrobiana. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para determinar a importincia destes
tratamentos na sepse, porém, os dados atuais fornecem novas
perspectivas sobre as atividades farmacologicas destas substancias como
uma estratégia complementar para o tratamento da sepse.
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