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RESUMO

A sepse é uma doenga com elevadas taxas de morbidades e mortalidade, decorrentes
de um processo infeccioso responsavel por promover uma resposta inflamatéria
sistémica ndo compensada, a qual contribui para a instalagado de déficits funcionais
em diversos sistemas organicos. Entre as disfungbes provocadas pela sepse
destacam-se as insuficiéncias cardiacas do tipo sistdlica e diastdlica. Apesar da
severidade desta doenga muitos pacientes sobrevivem, se recuperam e alcangam a
alta hospitalar. Entretanto, os sobreviventes a sepse, apresentam aumento
substancial das necessidades de saude, sendo os eventos cardiovasculares uma
causa importante para o aumento da mortalidade e re-hospitalizagdo. Embora tenha-
se o0 entendimento sobre os impactos da doenga em longo prazo, poucas publicagdes
abordam o tema, sobreviventes a sepse. Sendo assim, este trabalho tem como
objetivo descrever as principais alteragdes cardiacas decorrentes da sepse, induzida
pelo modelo de ligadura e perfuragdo do ceco, em animais sobreviventes. Para isso,
foram utilizados ratos Wistar, submetidos a CLP, nos tempos de 6 e 24 horas
(considerada a fase aguda), 72 horas e 15 dias (considerada a fase de aparente
recuperacéo) e 30 dias (considerados sobreviventes a sepse), onde foram avaliados
os parametros cardiacos através da técnica de cateterismo cardiaco intraventricular e
coracado isolado. Além das avaliagbes dos parametros basais, também foram
avaliadas as respostas cardiacas aos agentes fenilefrina e dobutamina, e as
alteragdes presentes entre as espécies reativas de oxigénio. Na fase aguda os
animais CLP apresentaram hipotensdo arterial, elevada pontuagdo no score para
sepse e disfuncdo cardiaca do tipo sistdlica, caracterizada pela reducao do débito
cardiaco (17.4 £ 7.5 e 31.6 £ 6.3 mL/min grupo CLP 6 h e controle, respectivamente
e 124 + 3.4 e 30.4 + 4.4 mL/min grupo CLP 24 h e controle, respectivamente), do
volume sistodlico (54.1 £+ 181 e 1174 + 19.7 uyL grupo CLP 6 h e controle,
respectivamente e 44.8 + 164 e 948 + 6.4 uL grupo CLP 24 h e controle,
respectivamente) e do trabalho sistolico (4189.5 £ 1603.5 € 9056.4 + 1295.3 mmHg*uL
grupo CLP 6 h e controle, respectivamente e 2560.8 + 1001.7 mmHg*uL e + grupo
CLP 24 h e controle, respectivamente). Nas 72 horas e 15 dias apos a indugéo a sepse
os animais CLP tem seus pardmetros cardiacos basais indiferentes aos grupos



controle, indicando uma recuperacéao. 30 dias apos a CLP, os sobreviventes, voltaram
a apresenta insuficiéncia cardiaca do tipo sistélica, com diminuicdo do débito cardiaco
(20,8 £ 5,0 e 38,5 £ 4,1 mL/min grupo CLP 30 d e controle, respectivamente), do
volume sistdlico (189,3 + 7,7 e 226,6 + 12,0 yL grupo CLP 30 d e controle,
respectivamente), da fragdo de ejecéo (37,1 £ 4,6 e 60,8 £ 2,0% grupo CLP 30 d e
controle, respectivamente) e do trabalho sistélico (6481 + 1252 e 10551 + 735,6
mmHg*uL grupo CLP 30 d e controle, respectivamente) e também, do tipo diastdlica
caracterizada pelo aumento da pressé&o diastolica final (14.5 + 8.2 e 2.8 £ 5.0 mmHg
grupo CLP 30 d e controle, respectivamente) e do TAU (14,0 £ 0,6 € 9,2 + 0,8 G;ms
grupo CLP 30 d e controle, respectivamente). Além das disfungdes cardiacas
observou-se um desequilibrio entre os agentes antioxidantes e oxidativos nos
sobreviventes a sepse, representados pela reducdo das atividades de SOD e GST
(64% e 23%, respectivamente) e aumento significativo nos niveis de GSH, MPO e
NAG (54%, 400% e 50%, respectivamente). Uma redugao na resposta a dobutamina
também foi encontrada. Apresentamos resultados inéditos acerca dos efeitos da
sepse a longo prazo, ou seja, nos sobreviventes, onde observamos que as disfungdes
cardiacas reaparecem. Esses dados poderao colaborar para pesquisas posteriores,
com foco na prevencao e melhora da fungcido cardiaca, e, assim, proporcionar uma

melhor qualidade de vida aos sobreviventes.

Palavras-chave: Sobreviventes a sepse. Insuficiéncia cardiaca. Sepse. Choque
séptico. Espécies reativas de oxigénio.



ABSTRACT

Sepsis is a disease with high morbidity and mortality, resulted from an infectious
process responsible for promoting an uncompensated systemic inflammatory
response, which contributes to several organic dysfunctions. Among the dysfunctions
caused by sepsis, we highlight systolic and diastolic heart failure. Despite the severity
of this disease, many patients survive, recover and reach hospital discharge. However,
sepsis survivors have a substantial increase in health needs, with cardiovascular
events being an important cause of increased mortality and rehospitalization. There
are few publications that address the topic of sepsis survivors. Therefore, this study
aims to describe the main cardiac changes resulted from sepsis, induced by the cecal
ligation and perforation model, in surviving animals. In order to do that, Wistar rats,
submitted to CLP, were used at 6 and 24 hours (considered the acute phase), 72 hours
and 15 days (considered the apparent recovery phase) and 30 days (considered
sepsis survivors), where cardiac parameters were assessed using the intraventricular
cardiac catheterization technique and isolated heart. In addition to assessments of
baseline parameters, cardiac responses to phenylephrine and dobutamine agents, and
changes in the ROS system, were also evaluated. In the acute phase, CLP groups
presented arterial hypotension, high score for sepsis and systolic heart failure,
characterized by reduction in cardiac output (17.4 + 7.5 and 31.6 £ 6.3 mL / min in
CLP 6 h and control group, respectively and 12.4 + 3.4 and 30.4 £ 4.4 mL / min in CLP
24 h and control group, respectively), stroke volume (54.1 £ 18.1 and 117.4 £ 19.7 uL
CLP 6 h and control group, respectively and 44.8 + 16.4 and 94.8 + 6.4 uyL CLP 24 h
and control group, respectively) and systolic work (4189.5 £+ 1603.5 and 9056.4 +
1295.3 mmHg * yL CLP 6 h and control group, respectively and 2560.8 + 1001.7 mmHg
*uL and £ CLP 24 h and control group, respectively). 72 hours and 15 days after CLP
animals have their baseline cardiac parameters indifferent to the control groups
indicating a recovery. 30 days after CLP, the survivors returned to show systolic heart
failure, with decreased cardiac output (20.8 £ 5.0 and 38.5 + 4.1 mL / min in the CLP
30 d and control group, respectively) , stroke volume (189.3 £ 7.7 and 226.6 £ 12.0 yL
CLP 30 d and control group, respectively), ejection fraction (37.1 £ 4.6 and 60.8 £ 2.0
% CLP 30 d and control group, respectively) and systolic work (6481 £ 1252 and 10551
+ 735.6 mmHg * yL CLP 30 d and control group, respectively) and also, of diastolic



heart failure characterized by increased final diastolic pressure (14.5 + 8.2 and 2.8 +
5.0 mmHg CLP 30 d and control group, respectively) and TAU (14.0 + 0.6 and 9.2 +
0.8 G; ms CLP 30 d and control group, respectively). In addition to the cardiac
dysfunction, there was an imbalance between antioxidant and oxidative agents in
sepsis survivors, represented by a reduction in SOD and GST (64% and 23%,
respectively) and a significant increase in GSH, MPO and NAG levels (54%, 400% and
50%, respectively). A reduction in the response to dobutamine was also found. We
have presented unprecedented results about the long-term effects of sepsis, which is,
in survivors, the cardiac dysfunctions reappear. These data may collaborate for further
research, with a focus on prevention and improvement of cardiac function, and thus

provide a better quality of life for survivors.

Keywords: Sepsis survivors. Heart Failure. Sepsis. SOFA. Septic shock. Reactive

oxygen species.
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1INTRODUGAO

1.1. SEPSE

1.1.1. Contextualizag¢ao histérica da sepse

Nos tempos primitivos ouviamos falar sobre a sepse como uma doencga
punitiva enviada pelos deuses, ou ainda bruxaria de povos inimigos,
possessfes demoniacas e até mesmo perda da alma pelas acdes
pecaminosas. Esses conceitos arcaicos mudaram a partir do século V a.C.
com os estudos promissores de Hipdcrates que acreditava que as doencas
eram processos naturais e se acompanhadas de perto poderiam ser mais bem
descritas (SILVA & VELASCO, 2007). Muito antes da era cristd, Homero, em
seus poemas, cita pela primeira vez o termo sepse, originado do grego sépsis,
que significa putrefagdo (INSTITUTO LATINO AMERICANO DE SEPSE,
2016).

Ao longo do tempo, com a inser¢gdo do conceito de doengas de
Hipocrates, as pesquisas acerca das doengas se encontraram com as da
microbiologia, tornando possivel descobertas que iam desde a invengéo de
ferramentas diagnosticas ao desenvolvimento de ferramentas farmacologicas
para o tratamento dessas doengas. Alguns marcos histéricos podem ser
destacados nas bibliografias de Silva & Velasco, (2007) e Instituto Latino
Americano da Sepse (2016): de forma temporal, vamos trazer alguns marcos
histéricos sobre o surgimento do conceito de sepse no mundo.

1346 a 1353 — um dos exemplos mais ilustrativos do impacto da sepse
foi a pandemia provocada pela peste negra (bactéria yersinia pestis sp) a qual,
na sua forma septicémica, dizimou aproximadamente um ter¢co da populagao
europeia;

1609 — os estudos de microrganismos ganharam celeridade a partir da
descoberta de Galileu, quem construiu o primeiro microscopio;

1683 — 0 que hoje conhecemos como bactérias foram identificadas,

nessa época, por Anton Van Leeuwenhoek como os animaculos;
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1840 — Friedrich Gustav e Jakob Henle foram os primeiros a descrever
que 0s microrganismos eram causadores de doengas;

1861 e 1866 — nesse periodo, Louis Pasteur renegou a teoria da
geracgéo esponténea e destacou os seus estudos sustentando a teoria de que
0s germes eram causadores de doencgas (teoria da biogénese, descrita por
Rudolf Virchow em 1859);

1880 — apds a descoberta de que alguns microrganismos geravam
doengas, o cientista Elie Metchnikoff descreveu que o processo fagocitario
encontrado nesse tipo de infeccdo estava relacionado com o processo
inflamataorio iniciado pelo patogeno;

1882 — o cientista Koch foi o primeiro a isolar as bactérias causadoras
da tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) e anthrax (Bacillus anthracis) e
demonstrou a origem infecciosa dessas doencgas;

1885 — James Carroll provou que a febre amarela era causada por um
virus e demonstrou, pela primeira vez, que os virus sdo capazes de causar
doengas em humanos;

1908 — os cientistas Elie Metchnikoff e Paul Ehrlich ganharam o Prémio
Nobel com o conhecimento descrito acerca dos processos inflamatorios
decorrentes da infecgao bacteriana;

1909 — Paul Enrlich desenvolveu a droga salvarsan para o tratamento
de sifilis, doenga infectocontagiosa de origem bacteriana, que dizimou milhares
de europeus durante séculos;

1944 — Oswald Avery demonstrou a existéncia da transferéncia do
DNA de formas virulentas de Streptococcus pneumoniae para formas
avirulentas, fazendo com que essas Ultimas adquirissem fendtipos
patogénicos. Essa descoberta foi de extrema importéncia para os geneticistas
que passaram a crer que os genes eram compostos por DNA,;

1990 — neste ano, foi descrita a hipétese de que durante a sepse ha
uma resposta inflamatéria macica e compensatoria, a qual teria papel
importante nos desfechos sistémicos causados pela doencga;

1992 - dando destaque a doencga infecciosa de acdo sistémica,
causada por uma resposta inflamatéria ndo organizada, pesquisadores se

encontram para realizarem a primeira conferéncia para consenso e definicbes
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de sepse, onde foram descritas as definicbes de sindrome de resposta
inflamatadria sistémica (SIRS), sepse, sepse grave e choque séptico;

1994 — o diagndstico clinico para sepse foi otimizado a partir do
desenvolvimento da ferramenta de avaliagdo sequencial de disfuncdes
organicas (traduzido do inglés sequential organic failure assessment - SOFA)
dando celeridade ao tratamento;

2001 - ocorreu a segunda conferéncia para consenso e definigdes de
sepse, desta vez, foi estabelecido um consenso sobre os sinais e sintomas
comumente encontrados em pacientes seépticos;

2016 — a SCCM (Society of Intensive Care Medicine) e a ESICM
(European Society of Intensive Care Medicine) publicaram as novas definices
para sepse, que passou a ser definida pela presenca de disfungédo organica
ameagadora a vida, secundaria a resposta desregulada do hospedeiro em
razdo de uma infeccédo e assim os critérios de SIRS passam a nao ser mais
requeridos para o diagnostico de sepse;

2016 — a expressao “sepse grave” foi extinta, simplificando a
nomenclatura; o diagndstico de sepse passou a ser restrito aos pacientes ja
com disfungéo orgéanica;

2016 — surgiu o novo score para diagnostico de sepse derivado do
SOFA o quick SOFA, utilizado principalmente para diagndstico rapido em
unidades hospitalares de urgéncia e emergéncia.

Durante a terceira conferéncia internacional para definicdo de sepse
e choque séptico, publicada em 2016, e com 0 endosso da Sociedade Europeia
de Medicina Intensiva e da Sociedade de Medicina Intensiva, a sepse passou
a ser definida como uma resposta disfuncional do hospedeiro, o qual apresenta
sinais importante, associada a infec¢gao e choque séptico e representando um
alto risco de vida. Esta nova definicdo baseia-se em um instrumento que
associa dados clinicos e biologicos e que podem identificar prontamente os
pacientes sépticos na beira do leito (SINGER et al., 2016; VERDONK, BLET e
MEBAZAA, 2017).

O SOFA (avaliagdo sequencial de faléncia orgénica) e o SOFAq
(avaliagcéo sequencial rapida de faléncia organica) sao instrumentos aprovados
e utilizados para o diagnostico de pacientes sépticos, a partir de variaveis

clinicas e bioquimicas, tais como: i. frequéncia respiratéria; ii. nivel de
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consciéncia avaliado a partir da aplicagao da escala de Glasgow; iii. pressao
arterial média (PAM); iv. relagédo entre pressao arterial de oxigénio pela fracdo
inspirada de oxigénio; v. creatinina sérica depurada; vi. bilirrubina; vii.
contagem de plaquetas e viii. necessidade de drogas vasopressoras para
manter a PAM. Quando encontradas mais de duas disfungdes durante a
aplicacdo da escala de SOFA, somado a suspeita de infecgdo, o paciente é
diagnosticado como séptico, e caso 0 mesmo apresente resisténcia a agentes
vasopressores para manter uma PAM > 65 mmHg e niveis de lactato sérico >
2 nmol/L, diagnostica-se, assim, o estado de choque séptico (SINGER et al,,
2016; VERDONK, LET e MEBAZAA, 2017).

Quanto aos fatores epidemioldgicos relacionados a doenga foi possivel
observar dados expressivos acerca de sua gravidade. Um exemplo é o estudo
realizado pelo Instituto Latino-americano de Sepse — Instituto Latino Americano
da Sepse (2016); no qual demonstra que entre os anos de 2004-2015, em
unidades de terapia intensiva (UTIs) no Brasil, a taxa de mortalidade entre os
pacientes diagnosticados com sepse foi de 30,8% enquanto que no choque
séptico foi de 64,3%.

A sepse é uma doenca com elevadas taxas de morbidades e
mortalidade entre os pacientes hospitalizados e € moldada por fatores
diversos, que envolvem desde o patégeno até as caracteristicas do hospedeiro
como, por exemplo, sexo, raca, idade e meio ambiente (SINGER et al., 2016,
ALMEIDA et al., 2013).

Segundo a pesquisa do Instituto Latino Americano da Sepse (2016), a
letalidade global da sepse, atualmente, € de 46%, sendo maior em instituicdes
publicas de saude (58,5%). No Brasil, sua letalidade em servigos de urgéncia
e emergéncia, de rede publica, chega a ser 58,7% contra, 27,5% nas redes
privadas. As razbes para essa discrepancia numeérica podem estar
relacionadas a caréncia de leitos de terapia intensiva na rede publica de saude,
associado ao desconhecimento entre os profissionais de saude,
principalmente médicos e enfermeiros, sobre os sinais de alerta de gravidades
associados a quadros infecciosos.

Apesar da gama de estudos decorrentes desde a década de 90, quando

ja se relacionava a sepse com uma resposta inflamatéria sistémica
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exacerbada, o entendimento das razdes pelas quais essa doencga causa alta
taxa de mortalidade, ainda ndo é completo. Isso nos leva a acreditar na
importancia de investir e estimular pesquisas acerca dos processos

fisiopatoldgicos da sepse e, entdo, novas propostas terapéuticas.

1.1.2. Disfungdes orgénicas decorrentes da sepse

A sepse é resultado de uma interagdo complexa entre o microrganismo
infectante, o sistema imune, componentes da cascata de coagulagao, ativagao
de receptores do tipo toll, producédo e liberacdo macica de citocinas pré-
inflamatorias, que tem sido abordado de forma sistematica por diversos
autores (por exemplo, COEHN, 2002; FRY, 2012; SINGER et al., 2016; LEVY,
EVANS e RHODES, 2018). Embora toda a progresséo fisiopatologica
decorrente da sepse, assim como sua alta mortalidade, tenham sido
originalmente atribuidas a infecgdo sistémica causada por diferentes
microrganismos, hoje & bem reconhecido que a complexidade e gravidade da
sepse decorrem do processo inflamatorio sistémico intenso que, em muitos
casos, nao é reversivel pelo uso de anti-inflamatorios, sejam eles esteroidais
ou ndo esteroidais (Hotchkiss & Karl, 2003).

E necessario destacar que essa reacdo inflamatéria exacerbada
contribui para a instalagdo de déficits funcionais em diversos sistemas
organicos e isso ocorre em especial pela elevada quantidade de mediadores
quimicos liberados durante a doenca. Podemos exemplificar esta relagao entre
mediadores quimicos e o progresso da doenga, utilizando a ja descrita
liberacdo e producdo excessiva de Oxido nitrico durante a sepse onde a
isoforma induzida da enzima que o produz, a NO sintase induzida (iINOS ou
NOS-2), contribui para a instalagdo de um quadro de hipotenséo severa (ex.
REES et al., 1990), associado a um déficit na func&o cardiaca (JARDIN et al.,
1999) culminando em um estado de hipoperfusdo sanguinea prolongada e
faléncia multipla de 6rgaos. Em ultima instancia, essa faléncia € a principal
causa de morte ocasionada pelo choque séptico, reforcando a ideia de que as
disfungbes organicas estdo fortemente ligadas a instalagdo do processo

inflamatorio.



26

Seguindo nosso dialogo sobre as alteragbes organicas, dentro do
sistema nervoso, as encefalopatias sdo uma das complicagdes mais comuns
da sepse, isso porque durante a sepse encontramos respostas imunes e
inflamatdrias exacerbadas que comprometem a microcirculacido cerebral,
gerando sinais e sintomas que podem ser reconhecidos por confusdo mental,
desorientacgdo, irritabilidade, agitagdo e coma, o que a longo prazo podem
acarretar alteragdes neurocognitivas (STECKERT et al., 2014). O estudo de
Fang et al., (2011) analisou prontuarios em unidades hospitalares a fim de
localizar pacientes com histérico de sepse, com foco no sistema nervoso
central e observou que esses pacientes poderiam apresentar aumento da
probabilidade de evolugédo para esclerose lateral amiotrofica (ELA) pela sua
passagem por um quadro séptico com foco neurolégico.

Dados epidemiologicos revelam que cerca de 70% dos pacientes com
sepse apresentam sintomas neurologicos que variam de letargia a coma e
mais de 80% apresentam anomalias no exame de eletroencefalograma,
tornando-os mais suscetiveis a alteragdes neurolégicas, quando comparados
com pacientes que nao apresentaram quadro infeccioso compativel com a
sepse (MODI et al., 2012). A mortalidade das encefalopatias relacionadas a
sepse se correlaciona com os disturbios neurologicos avaliados pela escala de
coma de Glasgow, ou seja, quanto maior o comprometimento neurologico,
maior o risco a vida (ZHANG et al., 2012).

Além da escala de Glasgow, aplicada durante a internacdo em unidade
de terapia intensiva, os escores elevados na escala de fisiologia aguda e
avaliacdo cronica da saude (APACHE Il) estdo correlacionados a um grau
maior de perturbagao da consciéncia, mostrando que o monitoramento regular
da consciéncia durante o curso da doenga se faz essencial para prevenir
futuras lesbes neuroldgicas cognitivas irreversiveis (FANG et al., 2011).
Apesar da eficacia da escala de APACHE Il, a avaliagao neuroldgica, realizada
durante a aplicacédo do SOFA, ¢ feita pela aplicagdo da escala de coma de
Glasgow e vem sendo reavaliada em alguns estudos pela variabilidade
significativa dos valores registrados, uma vez que séo aplicadas em diferentes
momentos durante a internagdo (TALLGREN, BACKLUND, HYNNINEN, 2009;
LAMBDEN, 2019).
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Outro sistema bastante prejudicado € o respiratério onde a sepse
provoca uma das consequéncias mais graves da disfun¢do pulmonar, a queda
da pressao arterial parcial de oxigénio e hipoxemia tecidual. Clinicamente,
durante esse processo, pode ser observada a hiperventilagdo compensatoéria
do paciente, acarretando aumento da eliminacdo de dioxido de carbono, com
consequente aumento do pH sanguineo, ou seja, uma alcalose respiratoria
(LELUBRE & VICENT, 2018).

A taquipneia parece ser um dos unicos sinais clinicos da alcalose
respiratoria, em raz&o da hipoperfusdo do tecido cerebral e cardiaco, alguns
pacientes podem apresentar arritmias, disturbios neurolégicos (p.ex. confusao
mental), disturbios motores (p.ex. fraqueza muscular) e disturbios renais (p.ex.
poliuria) (JOHNSON, 2016). A escala de SOFA permite fazer a avaliagéo
respiratoria através do monitoramento ndo invasivo (p.ex. frequéncia
respiratoria) e/ou invasivo através da pressdo parcial de oxigénio arterial,
seguido do calculo da fragdo de PaO2/FiO2, que além de avaliar o
comprometimento da funcido respiratéria, orienta para administragcdo de
oxigénio conforme a necessidade do paciente (LAMBDEN et al., 2019).

A disfungdo renal também estda presente em pacientes com
diagndstico de sepse e leva a mortalidade em torno de 70%, sendo entdo, um
preditivo para alta letalidade da sepse nas unidades de terapia intensiva
(KLENZAK & HIMMELFARB, 2005). A insuficiéncia renal aguda (IRA) se faz
presente, clinicamente, através da diminuicdo do volume urinario (oliguria),
geralmente secundaria ao choque séptico e também relacionada ao estado
hipovolémico comum nesta condi¢&o patoldgica. Imagina-se que as alteragdes
histolégicas na morfologia glomerular estejam ligadas aos efeitos
hemodinamicos renais, provocados pela hiporreatividade vascular (BOFFA &
ARENDOSHORST, 2004; LELUBRE & VICENT, 2018).

Ao longo do choque séptico ocorrem danos renais que poderiam
justificar a IRA, entre elas, destacamos a evidéncia de necrose tubular aguda
e diminui¢cdo da resisténcia vascular renal ligados ao aumento da liberagao de
oxido nitrico induzido pela atividade da cascata inflamatéria nas células
endoteliais da vasculatura renal (REGUEIRA et al., 2011). Além das causas
hemodinamicas, outros mecanismos parecem contribuir para a IRA durante a

sepse, tais como a liberagdo das citocinas pro-inflamatérias (IL-103, IL-6 e TNF-
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a), aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio (p.ex. o peroxinitrito
capaz de gerar danos no DNA das células) e a diminuicdo da atividade
antioxidante (REGUEIRA et al., 2011; PLOTNIKOV et al., 2019).

O principal componente renal avaliado pelo SOFA & baseado nos
indices clinicos de creatinina sérica ou débito urinario, os quais possuem
algumas limitagdes ja que o aumento da creatinina plasmatica € um fenbmeno
tardio que para ocorrer depende de uma grande diminuicdo da capacidade de
filtragdo glomerular e as alteragdes do débito urinario sao afetadas pelo volume
de sangue do paciente, reposi¢gdes volémicas e o uso de agentes diuréticos
(REGUEIRA et al., 2011; LAMBDEN et al., 2019).

Alteragbes hepaticas, mesmo na auséncia de anormalidade
hepatobiliares, também sdo comuns durante a sepse, e geralmente estao
relacionadas aos efeitos deletérios de patdgenos, toxinas ou até mesmo
citocinas (pro e anti-inflamatdrias), sendo representadas analiticamente pelo
aumento dos niveis de bilirrubinas e transaminases séricas (LELUBRE &
VICENT, 2018). No decorrer do choque séptico a resposta inflamatoéria
exacerbada altera o metabolismo de células hepaticas induzindo apoptose e
estimulando a liberagdo de citocinas inflamatérias, espécies reativas de
oxigénio e de 6xido nitrico, pelas células de Kupffer (macrofagos hepaticos), o
que induz as lesdes no endotélio e nos hepatocitos (WOZNICA et al., 2018).

As coagulopatias frequentemente sdo observadas durante a sepse. No
periodo inicial destaca-se um tempo de coagulagao prolongado e um numero
reduzido de plaquetas e sua principal causa esta relacionada as lesdes
endoteliais, que resultam em um desbalanco entre a fibrindlise e a coagulagao
(WOZNICA et al, 2018). Outros achados comuns das alteracdes
hematologicas durante a sepse incluem niveis elevados de D dimero, e no seu
prognostico mais negativo, a presengca de coagulagdo intravascular
disseminada, caracterizada por formagéo de trombose generalizada em vasos
de pequeno, médio e grande calibre, associados com hemorragias simultaneas
em diversos locais (WOZNICA et al., 2018; LELUBRE & VICENT, 2018).
Acreditamos que a avaliagdo orgénica durante a sepse nos guia para as
propostas terapéuticas de forma mais assertiva, proporcionando um

tratamento direcionado e individualizado.
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1.1.3. Principais disfuncdées cardiacas e hemodinamicas
decorrentes da sepse

Durante a sepse, o sistema cardiovascular € um dos mais afetados,
caracterizado principalmente por hipotensao arterial e depressao da fungao
cardiaca (PARKER et al.,, 1984; BONE, 1991). O artigo de Annane et al.,
(2007), e o estudo de Barros, Maia e Monteiro (2016), mostram que a
mortalidade € cerca de 30% maior em pacientes que desenvolveram lesdes
cardiacas decorrentes do processo septico, quando comparados com 0s que
nao desenvolveram, enfatizando a sua potencial letalidade. Desde 1984
estudos vém caracterizando a disfungdo cardiaca como um fator central na
sepse e choque séptico. Apesar de ndo ser uma entidade clinica unica,
apresenta amplo aspectro de sindromes com uma infinidade de aspectos
fisiopatologicos, disturbios metabdlicos, microvasculares, funcionais e
anatémicos (PARKER et al., 1984; KUMAR et al., 1996; VIELLARD-BARON et
al., 2014).

Diversos estudos trazem a sepse dividida em duas fase, na sua fase
inicial, a sepse traz alteragdes circulatorias relacionadas principalmente com a
perda do volume intravascular, que resulta no enchimento insuficiente do
coragao, tendo como consequéncia uma compensagao cardiaca, aumento da
frequéncia e do débito cardiaco e a redugao da resisténcia vascular periférica,
caracterizando a fase hiperdindmica. A progressdo da doenga leva a uma
segunda fase, a hipodinamica, com diminuicdo do desempenho cardiaco,
resultante da reducdo do débito cardiaco e da hipotensdo associada a
refratariedade aos agentes vasoconstritores (CLOWES et al., 1966; BONE,
1991; WU, TANG e LIU, 1997; BELCHER, MITCHELL e EVANS, 2002; e
ASSREUY. 2006).

Sendo um componente central do sistema cardiovascular, o coragéo
acaba por sofrer perturbagodes diretas do sistema vascular periférico, causando
alteragdes na pré-carga e pods-carga que, a longo prazo, causaréo lesdes
irreversiveis ao miocardio pela sobrecarga cardiaca. A fisiopatologia dessas
disfuncbes durante a sepse podem ser compreendidas pelas mais diversas
causas, sendo elas genéticas, moleculares, metabdlicas e estruturais,

mecanismos altamente complexos que tornam a elucidagao desse problema
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distante de ser concluida (FENTON & PARKER, 2016). A partir deste ponto
passaremos a dissertar sobre alguns mediadores e sistemas envolvidos neste
disturbio hemodinadmico embora, ndo tenham sido objeto do nosso estudo,
vimos como importante estes conceitos.

Em modelos animais observa-se que uma deficiéncia na expressao da
oxido nitrico sintase induzida parece exercer um componente cardioprotetor,
sugerindo que a iNOS esta envolvida diretamente nas lesdes cardiacas
através da vasodilatacdo disseminada, que culmina em alteragcbes na pré e
pos-carga ventricular, diminui o fluxo coronariano e assim reduz a perfusao
miocardica causando alteragdes estruturais capazes de prejudicar sua
mecanica contratil, o que resulta em baixo débito cardiaco (FENTON &
PARKER, 2016; LAMBDEN et al., 2019).

Os cardiomidcitos tém a sua fungao contratil prejudicada na fase inicial
da sepse, através de células da imunidade inata, com a ativagdo dos
receptores do tipo toll (BROWN & JONES, 2004). Estudos realizados em
animais n&do humanos mostram que apds o reconhecimento do patégeno, os
cardiomiocitos passam a expressar altos niveis de moléculas de adesao
celular; secretam citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas que iniciam o
processo inflamatdrio local e recrutam células inflamatérias; e ainda
expressam moléculas reguladoras de calcio que diminuem a concentragao de
calcio intracelular, interferindo no acoplamento excitagdo-contracdo e, por
consequéncia, geram deficiéncia contratil (GODDARD et al., 1996; MASSEY
et al., 1995).

Um estudo de realizado com pacientes humanos em choque séptico,
revelou que anormalidades estruturais tém participacdo importante na
disfungéo cardiaca originada da sepse, uma vez que ha aumento nos niveis
séricos de troponina-T e troponina-l cardiaca, possivelmente, por necrose e
apoptose das células miocardicas (AMMANN et al., 2001). Em analises
realizadas a partir da coleta de coragbées humanos, quando comparados com
os controles, os coragcbes seépticos apresentaram maior infiltrado de
macrofagos, aumento da expressdo de proteina TNF-a, maior acumulo
intracelular de gordura e maior ruptura dos filamentos de actina e miosina
favorecendo para uma redugéo da funcionalidade cardiaca (ROSSI, CELES,
PRADO e SAGGIORO, 2007).
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O trabalho de Freitas et al., (2016) avaliou camundongos C57
induzidos a sepse por meio do modelo de ligadura e perfuragdo do ceco e
observou as modificagdes estruturais envolvidas no processo de insuficiéncia
cardiaca, consequente da sepse. Este autor observou que o remodelamento
cardiaco tém relagdo com o aumento da expressao da proteina ubiquitina e
também a redugao das proteinas contrateis actina e miosina e esta aumentada
durante a inibigdo da via mTOR no tecido cardiaco, reforcando que a sepse é
capaz de modificar estruturalmente o coragao e provocar lesoes.

Essas alteragbes estruturais causam prejuizos na contratilidade
cardiaca tanto no ventriculo esquerdo quanto no ventriculo direito. Estudos
ecocardiograficos em pacientes sépticos mostram que tanto disfungdes
sistdlicas quanto diastolicas ocorrem durante essa doencga, sendo a diastolica
mais associada ao alto indice de mortalidade (LANDESBERG et al., 2012). A
disfuncao diastdlica, quando no ventriculo esquerdo, resulta em taquicardia e
dilatacdo da camara ventricular, provoca o aumento do volume diastdlico final
do ventriculo esquerdo e contribui para o prejuizo no relaxamento durante a
diastole (FENTON & PARKER, 2016).

Os prejuizos relacionados a pré-carga estdo relacionadas a
hipovolemia observada na progressdo da doenga, somando-se a ma
distribuicdo de volume. Quando avaliamos a pds-carga cardiaca, durante a
sepse, observamos sua diminuigdo em humanos adultos, associados a
reducdo da resisténcia vascular sistémica provocada pela liberagdo de
algumas citocinas, pela desregulagao autonémica e pelas anormalidades na
produgao de 6xido nitrico (VIELLARD-BARON et al., 2014).

A Figura 1, modificada de Fenton & Parker (2016), apresenta um
resumo acerca dos mecanismos da disfungao cardiaca durante a sepse, com
a incidéncia de 100% para depressao do miocardio, prevalecendo a disfungao
sistélica do ventriculo esquerdo (60%) corroborando com as informagdes
abordadas acima.

Com a finalidade de restaurar o prejuizo hemodinamico e
cardiovascular provocado pela sepse, segundo Dellinger et al., (2013), no
documento referente ao suporte hemodindmico e terapia adjuvante para o
tratamento do choque séptico, recomenda-se inicialmente a administracdo de

reposi¢ao volémica, e caso a hipotensdo n&o seja revertida € recomendado o
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uso de vasoconstritores e inotrépicos com o objetivo de atingir a pressao
arterial média (PAM) de 65 mm Hg. No entanto, essas recomendagdes séo
baseadas em baixos graus de evidéncia.

Depressao miocardica na sepse

Pode causar disfung¢do cardiaca na fase inicial

Pode ser mascarada pelas condigbes de pré e pds-carga
Pode causar insuficiéncia cardiaca

Pode ser reversivel.

>
>
>
>

Disfungao sistolica
do ventriculo
esquerdo (até 60%):

Disfuncao diastolica
do ventriculo
esquerdo (até 50%):

- Influenciada pela pds-
carga
-Pode ser corrigida pela
introdugdo de drogas
inotropicas positivas.

- Dilatagdo do Ventriculo
esquerdo

- Falha no relaxamento

do ventriculo esquerdo.

Figura 1: Esquema ilustrativo apresentando a depressao miocardica provocada pela
sepse, suas consequéncias e incidéncias. Observamos que um parcela significativa dos
pacientes que entram em sepse apresentam depressdao miocardica do tipo sistélica
(relacionadas a sua capacidade contratil) ou de diastdlica (relacionada a sua capacidade de

relaxamento) Fonte: figura traduzida e adaptada de Fenton & Parker (2016).

Os mecanismos de acao, usos e efeitos obtidos pelos farmacos
vasopressores € inotropicos sdo bem conhecidos apenas em condi¢cdes
fisiologicas, seus beneficios e agbes indesejadas sobre o sistema
cardiovascular durante o choque séptico ndo sdo adequadamente conhecidos.
Em nosso trabalho buscamos identificar a influéncia do uso dos agentes
vasopressores sobre os parametros cardiacos e a resposta do coracao a partir
da utilizagdo de agentes cardiotbnicos, nas diferentes fases da sepse,
oportunizando aos leitores uma visao funcional do coragdo em resposta a
esses agentes farmacologicos.

O Instituto Latino Americano da Sepse (2016) afirma que as disfun¢des
cardiovasculares estdo diretamente relacionadas a indugado exacerbada de
mediadores inflamatérios e se caracterizam por reducdo da contratilidade

cardiaca, hiporresponsividade vascular e queda do débito cardiaco. Estas
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ateracdes nao se fazem presentes apenas durante a sepse, mas parecem
persistir nos que sobrevivem a ela, entretanto, pouco tem-se publicado acerca
desses prejuizos, o que nos levou a tornar como objetivo principal desta
pesquisa a descricao das alteracdes cardiacas observadas durante e apds o
processo seéptico. A seguir, iremos discutir sobre as diferentes ferramentas,
que foram surgindo ao longos dos séculos, e sdo capazes de avaliar o sistema

cardiovascular.

1.2.  AVALIACAO CARDIACA EM MODELOS EXPERIMENTAIS

1.5.6 Breve contexto histérico sobre os estudos para avaliagao do

coragao

Pode-se dizer que a grande evolugdo dos estudos sobre fisiologia e
anatomia humana tiveram inicio no século XIV, através da primeira necropsia
documentada e sistematizada de Varignana em 1302. Apos este documento,
ja no século XIX, inicia-se o primeiro método da ciéncia médica, o anatomo
clinico, caracterizando o entdo denominado renascimento da medicina. Esse
documento foi fundamental para o ensino da medicina, sendo a base para
publicagdo do texto Clinicopathological Conference (Case Records of the
Massachusetts General Hospital) disponiveis no Boston Medicical and Surgical
Journal, periddico escrito pelo médico e humanista Richard Clarck Cabot,
publicado em 1924 (REIS, 1986; ROCHA, 2014).

Uma das primeiras grandes ferramentas desenvolvidas pela fisiologia
experimental ocorreu em 1847, quando o fisiologista Karl Ludwig desenvolveu
o quimégrafo, aparelho destinado ao registro grafico de ondas de variagéo o
qual possibilita a mensuragéo da pressao arterial (REIS, 1986; ARNOLD &
KATZ, 1965). O surgimento do quimografo possibilitou a avaliagado do sistema
cardiovascular por meio da analise e estabelecimento de correlagdes entre
pressdo sanguinea, ritmo cardiaco e respostas nervosas, facilitando a
compreensao da fisiologia humana (REIS, 1986; ARNOLD & KATZ, 1965;
NOBRE, 2002).

Com a expansao do conhecimento teorico-cientifico, foi possivel, em

1895, a descricdo da primeira Lei da Mecéanica de Contragdo Cardiaca,
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desenvolvida por Frank, e anos mais tarde detalhada pelo grupo de Starling,
conhecida até hoje como lei de Frank-Starling. Essa lei possibilitou o
conhecimento da fisiologia cardiaca ndo sé na auséncia de doenga como
também na sua presenga (STARLING, 1918). Frank possuiu cerca de 133
publicacdes com énfase na mecanica cardiaca e métodos de medicdo, os
quais se mostram bastante influentes no aprofundamento da compreensao da
fisiologia cardiovascular até hoje (KUHTZ-BUSCHBECK et al., 2018).

Concomitantemente as descobertas supracitadas, conforme descrito
por GIFFONI & TORRES (2009), em seu artigo sobre a histéria da medicina, o
século XIX também vislumbrou o aparecimento da eletrofisiologia, com o fisico
italiano Carlos Matteucci que, em 1842, demonstrou a existéncia de uma
corrente elétrica em cada contragao cardiaca. Um ano apos esses dados foram
confirmados pelos estudos de Emil DuBois-Reymond, pesquisador fundador
da eletrofisiologia, que em experimentos realizados em coragdes de sapos
descreveu o potencial de agdo. Entretanto, somente em 1856 o primeiro
potencial de a¢do cardiaco foi registrado, em um experimento com ras, pelos
pesquisadores Rudolph Von Koelliker e Heinrich Muller.

Os autores Giffoni & Torres (2009) e Mesquita et al., (2015) também
relatam que o primeiro eletrocardiograma humano foi registrado por Waller em
1887, quando conectou eletrodos ao térax e demonstrou que a cada batimento
cardiaco havia uma oscilacdo elétrica, comprovando que cada contragao
cardiaca era precedida de uma atividade elétrica. Willem Enthoven, apds
observar que nos experimentos de Waller havia limitagdes de frequéncia,
acrescentou recursos matematicos e a implementacgéo de galvdbmetro de corda
chegando a um tragado real servindo de alicerce para o surgimento do
eletrocardiograma em 1902, nos moldes que seguem sendo usados ainda nos
dias atuais. A descoberta de Enthoven foi fundamental para a compreensao
das arritmias por Thomas Lewis, que até entdo eram estudadas através da
medida de impulsos produzidos pelos vasos.

O estudo da técnica para realizacdo do cateterismo cardiaco, método
utilizado para realizar estudos hemodinamicos no coragao, teve seu inicio no
ano de 1711. Isso ocorreu a partir dos trabalhos de Stephen Hales e,
posteriormente, no século XIX, com o fisiologista francés Claude Bernard que,
com o intuito de testar a teoria de Lavoisier sobre a combustdo organica gerada



35

primeiramente nos pulmdes, desenvolveu longos cateteres de chumbo feitos
para medir temperatura, e os inseriu no interior dos ventriculos de cavalos
através da artéria jugular e carotidea. Em 1929, Forssmann apresentou a ideia
de inserir um cateter no coragdo humano ao seu chefe, o professor Schneider,
que sugeriu manter a experimentagdo em animais (GOTTSCHALL, 2009).

Ainda, segundo relatos de Gottschall (2019) Forssmann conquistou a
confianga da enfermeira Gerda Ditzen a ponto de a mesma oferecer-se como
sua primeira paciente; o pesquisador fingiu aceitar mas amarrou Gerda na
mesa cirurgica, anestesiou sua propria fossa cubital esquerda e se cateterizou.
Ap0s o procedimento, Frossmann soltou Ditzen e solicitou que a mesma fosse
buscar o raio-X. Foi entdo que o pesquisador se colocando atras de um
fluoroscépio e através de um espelho segurado por Ditzen acompanhou a
progresséo do cateter, realizando ent&o, o primeiro cateterismo intracardiaco
em humanos, conforme o registrado na revisdo de Mesquita et al., (2015).

Seguindo nossa linha historica sobre os métodos utilizados para
avaliacdo da fisiologia cardiaca, podemos destacar a pesquisa de Oscar
Langendorff que estabeleceu, em 1897, uma preparagao de coragdo isolado
perfundido. Este método serviu para importantes descobertas, tais como o
papel da temperatura, do oxigénio e dos ions de calcio na fungao contratil do
coracao, a origem da atividade elétrica cardiaca no atrio, o efeito cronotropico
negativo da estimulagdo do vago e demonstrou que o fornecimento de
nutrientes necessarios para manutencao da atividade cardiaca se da por
artérias intituladas coronarias e que essas séo capazes de influenciar a fungao
mecanica do coragédo (SKRZYPIEC-SPRING et al., 2006).

A técnica de Langendorff foi aperfeicoada ao longo dos anos e é
utilizada até hoje por fisiologistas e farmacologistas para estudar os efeitos de
diferentes drogas cardiovasculares na vasculatura coronariana, na contragéo
muscular e frequéncia cardiaca. Esta técnica também é capaz de avaliar os
efeitos de alteragdes génicas e de doengas na fisiologia cardiaca, e assim,
auxiliar na proposta de novas linhas terapéuticas para proteger o coragéo.
(SKRZYPIEC-SPRING et al., 2006).

No final do século XIX, a partir dos experimentos de Otto Frank,
observamos os primeiros estudos relacionados aos parametros presséao-

volume ventricular do coracdo de sapos. Posteriormente, nos anos 80, o
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laboratorio de Sagawa avangou com as pesquisas estabelecendo conceitos de
que a contragdo ventricular se comporta como uma variavel no tempo,
examinando a relagao sistélica final pressao-volume (ESPVR), o conjunto de
pontos P-V de multiplos ciclos cardiacos gerados sob diferentes condigbes de
carga, capacidade elastica do coragéo, impedancia aortica, mudancgas de pré
e poés-carga e a forma de avaliar a eficiéncia energética miocardica
(CINGOLANI & KASS, 2011).

Em meados da década de 80, com a chegada de um cateter de
condutancia, foi possivel realizar essas mesmas analises, e outras, in vivo,
sincronizando o volume ventricular esquerdo aos demais parametros. No final
da década de 80, o método de cateter foi aplicavel em seres humanos e a
analise P-V para doencgas cardiacas passou a ser utilizada como diagndstico.
Embora hoje sua utilizagdo seja pouco aplicavel em humanos, por ser um
procedimento invasivo, seu uso em animais é considerado padréao ouro para a
analise funcional do ventriculo em diversas doencgas cardiacas (CINGOLANI &
KASS, 2011)

Ja no século XX, o conceito de ultrassonografia porimagem foi descrito
primeiramente em 1961 por Baum e Greenwood e utilizado para avaliagao do
coragao por Dekker em 1974. Surge entdo, o método que se tornou até hoje
um dos mais importantes para diagnosticar doengas cardiovasculares, e
avaliar a anatomia e capacidade funcional do coracdo de maneira n&o invasiva,
o ecocardiograma transtoracico. Apos o desenvolvimento do ecocardiograma,
foi introduzida na clinica a avaliagcédo cardiaca pela utilizacdo de um transdutor
transesofagico controlado por micromanipuladores: o ecocardiograma
transesofagico, sendo possivel uma imagem mais detalhada ja que nao sofre
interferéncia de estruturas como a caixa toracica e o0s pulmbes
(ALBUQUERQUE et al., 2013).

Varias descobertas cientificas citadas ao longo deste trabalho foram
contempladas com o prémio Nobel, e contribuiram, direta ou indiretamente,
para os avangos na fisiopatologia, diagndstico e tratamento de doengas
cardiovasculares. Entre os pesquisadores laureados com esse prémio
destacamos Willem Einthoven, ganhador do Nobel no ano de 1924, pela
invencdo do eletrocardiograma, e Werner Forssman, Andre Cournard e
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Dickinson W. Richards, ganhadores do Nobel no ano de 1956 pela realizagao
do cateterismo cardiaco.

No Brasil, a revisdo publicada por Reis (1986), cita os estudiosos
Bungueler, Jairo Ramos, Sylvio Carvalhal, Luigi Bragliolo e Annes Dias, das
faculdades de medicina de Sdo Paulo e Rio de Janeiro, como grandes
destaques para a implantagcdo do estudo anatomoclinico no ensino médico.
Segundo esse autor, destaca-se a contribuigdo de Paulo José Ferreira Tucci,
que atuou principalmente nos temas relacionados aos mecanismos de Frank-
Starling, contratilidade cardiaca, desempenho ventricular, insuficiéncia e
hipertrofia cardiaca, e os feitos de Eduardo Moacyr Krieger, o pioneiro na
utilizagcao de ratos como modelos para estudo de regulagao da pressao arterial

durante o sono e exercicio fisico.
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Figura 2: Linha temporal contendo os principais pesquisadores, suas nacionalidades e

contribuicoes na area da fisiologia e estudo da fungao cardiaca. Fonte: o autor.
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Na Figura 2 observamos uma linha temporal, incluindo os principais
pesquisadores que contribuiram para os estudos dentro da cardiologia. Apds
essa breve revisao historica acerca dos métodos desenvolvidos para avaliagao
da fungdo cardiaca, discutiremos o significado dos parametros
cardiovasculares através da curva pressao-volume e as alteracdes cardiacas
encontradas no decorrer da sepse, assunto que vem ganhando destaque,
tendo em vista que a sepse é reconhecida como potente causador de

insuficiéncia cardiaca aguda (RUSSEL et al., 2018).

1.3.  PRINCIPAIS PARAMETROS CARDIACOS PARA AVALIACAO
DA BOMBA CARDIACA

O cateter de condutancia usado como técnica experimental para
avaliacdo dos parametros cardiacos possui quatro eletrodos capazes de
mensurar volume e um sensor capaz de obter medidas de pressdo. Os dados
ventriculares de P-V obtidos por essa metodologia estdo relacionados as
forgas-comprimentos ativas e passivas no final da diastole e da sistole e sdo
afetados néo apenas pelas propriedades dos cardiomidocitos, mas também pela
matriz vascular e extracelular, bem como pela geometria da cémara
(CINGOLANI & KASS, 2011).

A caracterizagdo da funcdo cardiaca pode ser acessada pelas
medidas da pressao-volume (P-V) ventricular obtidas no ventriculo através de
um cateter de condutancia, que funciona a partir da emissdo de um campo
elétrico capaz de avaliar in vivo e em tempo real a performance cardiaca. Pode-
se dividir os parametros tipicamente obtidos de forma independente e
dependente de volume, o que traz maior especificidade na avaliagdo da fungao
contratil ventricular (PACHER, 2008).

A analise da P-V, obtida através do cateter de condutancia € uma
abordagem analitica detalhada e precisa da fungdo da camara cardiaca que
permite avaliar diversos parametros cardiacos, sendo escolhidos para serem
analisados neste trabalho débito cardiaco, fragdo de ejegéo, volume sistolico,

pressao diastdlica final, relaxamento isovolumétrico (TAU) e trabalho sistdlico.
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1.3.1. O débito cardiaco

A monitorizacdo hemodinamica através do débito cardiaco possibilita
a avaliagdo da gravidade de disturbios patologicos como a insuficiéncia
cardiaca e os choques de origem séptica, hemorragica ou cardiogénica. A
leitura e intepretagao do débito cardiaco também auxilia como ferramenta para
o0 ajuste de tratamentos farmacologicos de maneira continua (SQUARA, 2019).

O débito cardiaco, expressado em litros por minuto, é a quantidade de
sangue que o coragdo consegue bombear por minuto. Matematicamente, o
débito cardiaco € calculado pelo produto do volume sistélico e o numero de
batimentos por minuto (frequéncia cardiaca). Para uma interpretagcéo correta
desse parametro € preciso se atentar aos fatores que o influenciam, dentre
eles destacam-se: i) frequéncia cardiaca, ii) contratilidade, iii) pré-carga e, iv)
pos-carga (VINCENT, 2008), aspectos que serdo abordados nos préximos
paragrafos.

A frequéncia cardiaca é usualmente descrita como a quantidade de
batimentos do corag&o por minuto. E um sinal fisico modulado pelo sistema
nervoso autbnomo que pode ser afetada por varias condicbes e doencas,
tornando-se um biomarcador de prognéstico cardiaco (VANDERLEI et al.,
2009; BOHM et al., 2015). E um determinante de fluxo coronariano,
desempenho miocardico e demanda miocardica de oxigénio como o revisado
nos trabalhos de Caetano & Alves, (2015); Boudoulas, Borer e Boudoulas,
(2015).

O ciclo cardiaco € compreendido pelo periodo de relaxamento
(diastole), que € o momento em que as camaras cardiacas se enchem de
sangue, e pelo periodo de contragao (sistole), que ocorre quando o sangue &
ejetado. Podemos explicar a contragdo cardiaca, baseados no mecanismo de
Frank-Starling, segundo Tucci (1982) a contratilidade do musculo cardiaco
esta relacionada a trés fatores independentes: i. a relagdo tensdo-comprimento
celular, fatores estritamente fisicos; ii. concentragéo intracelular de calcio e iii.
sensibilidade dos miofilamentos ao calcio, ou seja, a forca de contragcdo
também dependera da concentracdo dos ions de calcio disponiveis no meio,
intra e extracelular. (NATALI, 2004; KUHTZ-BUSCHBECK et al., 2018)
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A pré-carga é um elemento do débito cardiaco relacionado a
quantidade de sangue que chega a camara cardiaca durante o enchimento
ventricular que é obtido através do grau de distensdo miocardica antes do
encurtamento; foi inicialmente demonstrada por Frank-Starling, como uma
propriedade intrinseca dos cardiomiocitos, (VINCENT, 2008). Outro fator
determinante do débito cardiaco é a pods-carga, forca exercida pelos
ventriculos para ejetar o sangue a qual é diretamente dependente da presséo
arterial e do ténus vascular (VINCENT, 2008). O aumento da pds-carga e
rigidez adrtica desempenham papel importante em alguns casos de
insuficiéncia cardiaca e sua diminuicdo € uma forma eficaz de melhorar a
fungao ventricular (VENTETUOLO & KLINGER, 2014; JASHARI et al., 2015).

Uma terapia bem direcionada na fase inicial da sepse deve objetivar o
balanco entre a demanda oferecida e gasta de oxigénio, proporcionando
beneficios significantes em longo e curto prazo, ja que otimizam a
contratilidade e a pré- e pos-carga cardiaca, diminuindo os riscos de colapso

cardiovascular durante a doenca.

1.3.2. Fragao de ejecao

A fracdo de ejecdo ventricular esquerda (FEVE) é tomada como
medida primaria para avaliagao da funcdo ventricular esquerda e se faz
essencial ndo so6 para o tratamento de doengas cardiovasculares, mas também
para diagnosticar a potencial ocorréncia de cardiotoxicidade a agentes
farmacolégicos (CIKES & SOLOMON, 2015). Ela €& caracterizada pelo
percentual de sangue que o ventriculo esquerdo ejeta para a aorta durante a
sistole, tendo seus valores estimados por meio dos volumes sistélicos e
diastdlicos finais do ventriculo (ALBUQUERQUE et al., 2017). O calculo da
fragdo de ejecdo pode ser dado pela equagdo matematica (CHENGODE,
2016):

FEVE = VSVE/VDFVE x 100% = (VDFVE - VSFVE)/VDFVE x 100%

em que: FEVE — Fracdo de Ejecdo Ventricular Esquerda; VSVE —
Volume Sistolico do Ventriculo Esquerdo; VDFVE — Volume Diastdlico Final no
Ventriculo Esquerdo; VSFVE — Volume Sistélico Final no Ventriculo Esquerdo.
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1.3.3. Volume sistoélico

O volume total de sangue enviado para todo o organismo a cada
batimento cardiaco € denominado de volume sistdlico. Alteragbes neste
parédmetro afetam diretamente tanto o percentual de sangue ejetado pelo
coragao, quanto a quantidade de sangue bombeada por minuto, e sendo assim
pode ser utilizada para a monitorizagdo de volume e resposta a fluidoterapia.

O pulso arterial, dado a partir da resisténcia arterial e o volume de
sangue restante na aorta no final da diastole, influencia o volume sistolico, um
exemplo desta situacdo € durante a fase hiperdinamica da sepse, quando
ocorre aumento do débito cardiaco pela baixa resisténcia arterial (MAGDER,
2016). Levando em conta a lei de Frank-Starling uma maneira de avaliar a
resposta a fluidoterapia adequada, é através do volume sistolico e marcadores
de pré-carga, que podem confirmar se a terapia foi capaz de preencher as
camaras cardiacas e assim assegurar que a reposigao de fluidos nao
aumentara exacerbadamente as pressdes de enchimento, possibilitando a
administragdo segura e a manutencdo de um volume sistolico adequado
(MARIK, MONNET e TEBOUL, 2011).

1.3.4. Pressao diastolica final

Trata-se de um parametro que indica a pressao intracavitaria do
ventriculo esquerdo na fase final da diastole, antes do fechamento da valva
mitral. Um aumento deste parametro pode sugerir uma possivel rigidez da
camara cardiaca pelos disturbios miocardicos diastolicos de longa duraggo.
Por exemplo, durante doengas como a isquemia endocardica e a rigidez
aortica, ha aumento da pos-carga, o que provoca maior esfor¢o da musculatura
cardiaca para bombear o sangue para o sistema.

Quando isso ocorre de maneira cronica acaba ocasionando uma
hipertrofia dessa musculatura que provoca aumento da demanda de oxigénio
para a musculatura cardiaca e aumento da pressao diastdlica final. Portanto,
pode-se assim dizer que este parametro também é utilizado para avaliacdo da
hipertrofia cardiaca. (JASHARI et al., 2015).
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O aumento da pressao diastélica final do ventriculo esquerdo é
sinbnimo de uma reducdo da sua capacidade de relaxamento durante a
diastole, e por isso € considerado um marcador importante para o diagndstico
de disfuncdo diastélica ventricular esquerda. Uma pressao de enchimento
ventricular elevada pode ser um indicador de insuficiéncia cardiaca (OKOSHI
et al., 1999; PAULUS et al., 2007).

1.3.5. indice de relaxamento isovolumétrico (TAU)

A constante do tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo
esquerdo, denominada de TAU, é um parametro que permite avaliar a cinética
de relaxamento ventricular esquerdo durante a diastole.

Pinto et al., (2007) e Graziosi (1998) referem que o calculo dos
parametros de TAU permite uma avaliag&do simultanea das fun¢des diastolicas
e sistolicas do ventriculo esquerdo, demonstrando-se uma ferramenta eficaz
na deteccdo de alteracbes nas fungdes cardiacas em diferentes
miocardiopatias. O calculo de TAU pode ser mensurado pela média de trés
intervalos consecutivos, que sao o tempo de contragao isovolumétrica (TCl), o
tempo de ejecao (TE) e o tempo de relaxamento isovolumétrico (TRI), através

da férmula:

TAU = (TCI+ TRI)/ TE

De acordo com os estudos de Stoddard et al., (1989), Graziodi (1998)
e Correia-Pinto et al, (2002) acerca deste parametro, quando ha
prolongamento do tempo de relaxamento isovolumétrico, o relaxamento
ventricular esta prejudicado. Como exemplo, tém-se as miocardiopatias
hipertréficas, insuficiéncias ventriculares e miocardiopatias dilatadas nas quais
usualmente encontramos aumento do TAU. Uma anormalidade no
relaxamento pode provocar aumento da pressao diastdlica final e consequente

aumento da pressao atrial

1.3.6. Trabalho sistolico
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A energia gasta pelo ventriculo esquerdo para ejetar determinado
volume de sangue durante um ciclo cardiaco completo € determinada a partir
do trabalho sistolico (BOMBARDINI et al., 2019). Este parametro é a base
para o calculo do funcionamento mecanico do coragdo e o consumo de
oxigénio pelo miocardio. Ele é dado pela avaliagdo dos volumes e pressdes
sistdlicas e diastdlicas do ventriculo esquerdo (SONG et al., 2009).

Na figura obtida através da analise da curva P-V ventricular esquerda o
trabalho sistélico € dado através da analise da area formada a partir das
diferentes pressdes e volumes. Em situagdes como insuficiéncia cardiaca do
tipo sistdlica é possivel observar uma reducao deste parametro o que provoca
um menor volume de ejegcdo (BOLT et al., 2009; SCHILLER, VIKHOLM e
HELLGREN, 2015). O seu aumento, por sua vez, sugere um consumo maior
de oxigénio pelas células cardiacas na tentativa de manter o débito cardiaco,
que em longo prazo, pode levar o coragado a exaustdo e assim, causar lesdes

miocardicas.

1.4. OS SOBREVIVENTES A SEPSE

E certo que durante o choque séptico ha a disfuncdo organica grave
com presencga de insuficiéncia cardiaca caracterizada por fragao de ejecéo e
débito cardiaco diminuido. Estudos apontam o desenvolvimento de
miocardiopatias em mais de 50% dos pacientes diagnosticados com sepse e
a presenga de isquemia global apos vasodilatagao periférica (CRUZ e REIS,
2017; RUDGER e SINGER, 2007; ATONUCCI et al, 2016;
VALLABHAJOSYULA et al., 2017). Entretanto, nem todo paciente que
desenvolve sepse e choque séptico evolui para 6bito.

Cerca de 40 a 60% das pessoas com sepse ou choque seéptico
sobrevivem, se recuperam e alcangam a alta hospitalar (ANNANE et al., 2007).
Porém, as consequéncias da sepse parecem nao ser restritas apenas a fase
aguda da doenga, uma vez que entre os sobreviventes ha maior risco de morte
ao longo dos anos subsequentes a alta hospitalar. Em um estudo multicéntrico
que acompanhou os sobreviventes a sepse, observou-se comprometimento
importante na qualidade de vida desses pacientes até seis anos apos a alta
hospitalar (ZHANG et al., 2013).
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Um estudo observacional revelou que os sobreviventes a sepse
apresentam aumento substancial das necessidades de saude pelas
morbidades provenientes da doenga, sugerindo entdo maior necessidade de
manejo poés-alta (PRESCOTT et al.,, 2016). A readmiss&o hospitalar de
pacientes sobreviventes a sepse € comum e resulta em maior mortalidade e
custos substanciais a saude publica e privada, reforgcando a necessidade da
conscientizagdo acerca de novas politicas de saude que possam prever essas
readmissdes e desenvolver intervengdes direcionadas para essa populagao
(GOODWIN et al., 2015).

Dentre o0s sobreviventes do insulto séptico, os eventos
cardiovasculares seriam uma causa importante para o aumento da mortalidade
em longo prazo, uma vez que incidentes como infarto agudo do miocardio,
acidentes vasculares cerebrais, ataque isquémico transitério e
revascularizagdo da artéria coronariana apresentam uma incidéncia de
aproximadamente 30%. Os sobreviventes da sepse apresentam risco 13 vezes
maior de desenvolver evento cardiovascular, quando comparados com
individuos da mesma faixa etaria que nao tiveram sepse (YENDE et al., 2014)
e enfrentam uma série de desafios fisioldgicos, fisicos e psicologicos
associados a sua recuperagao, como cansago exarcebado, dores musculares,
mudangas de humor, depresséo e transtornos de sono (HUANG et al., 2018).

Estima-se que a maioria dos pacientes sépticos desenvolvem
disfuncao ventricular esquerda, porém o impacto clinico que essa situagao traz
em longo prazo ainda é pouco pesquisado (SANFILIPPO et al., 2015; PULIDO
et al., 2012). A revisao de Merx & webber (2007) e a pesquisa em humanos de
Vallabhajosyula et al., (2017) revelam que a existéncia de disfungbes
cardiovasculares persistentes apos a sepse é multifatorial e inclui desde
disfungdes organicas extra- cardiacas, desregulagdo do sistema imunoldgico
e anormalidades coagulativas, até alteragdes nas estruturas intracelulares dos
cardiomidcitos e disfuncdes mitocondriais.

Um artigo publicado na revista da American Heart Association ressalta
a importancia de mais estudos sobre as consequéncias cardiovasculares aos
que sobrevivem a sepse a fim de mitigar os efeitos adversos como a maior
incidéncia de doengas arteriais coronarianas (DACs), insuficiéncia cardiaca
congestiva e doencgas vasculares periféricas (SHIH et al., 2017).
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Um estudo prospectivo que aborda os sobreviventes a sepse
demonstrou a existéncia de mudancas fisicas e fisiologicas no pos-sepse,
dando destaque para o aumento das deficiéncias fisiologicas e mentais
autorrelatadas, a piora no cansago, na perda de memoaria, funcdo sexual e
dores no corpo (Huang et al., 2018). Esse conjunto de alteragbes organicas
acaba prejudicando significativamente sua capacidade fisica, reduzindo a
tolerancia dos sobreviventes para a realizagao das atividades normais da vida
diaria. Segundo dados de Prescott & Angus (2018), as causas da capacidade
fisica reduzida vao ao encontro da combinacdo das lesbes que afetam o
sistema cardiorrespiratorio nos sobreviventes a sepse, incluindo a
exacerbacdo da insuficiéncia cardiaca congestiva e doenga pulmonar
obstrutiva crbnica. A sepse parece contribuir negativamente para o aumento
progressivo dos riscos cardiovasculares em pacientes que sobrevivem a ela,
elevando as taxas de readmisséo hospitalar.

O impacto das complicacbes cardiovasculares nos sobreviventes a
sepse leva esses pacientes a terem maior mortalidade apds a alta hospitalar,
quando comparado com pacientes que ndo apresentaram, confirmando que
incidentes cardiovasculares no periodo pds-sepse tem impacto negativo na
sobrevivéncia desses pacientes em longo prazo (WU et al., 2019). As
alteracdes cardiovasculares nos sobreviventes a sepse nos direcionam para a
importancia de se avaliar a existéncia de alteragdes cardiacas que
permanecem apos o0 desenvolvimento e recuperagao da sepse e, em caso
positivo, investigar as vias envolvidas nessas possiveis alteragdes funcionais
que podem propiciar o desenvolvimento de tratamentos eficazes na diminuigao

das sequelas decorrentes do processo séptico.

1.5.  CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA

A sepse é uma doenca infecciosa caracterizada por disfungao organica
grave, pelo processo inflamatério persistente e descontrolado, causa altos
indices de morbidade e mortalidade, e gera aumento dos gastos com a saude
publica. Contudo, nem todos os pacientes que evoluem para sepse ou choque
séptico morrem. Muitos deles podem evoluir para alta hospitalar, mas acabam



46

herdando sequelas negativas da doenga, principalmente no sistema
cardiovascular.

No més de agosto do ano de 2020 realizamos um levantamento
bibliografico através da base de dados Pubmed, tendo como linha temporal os
ultimos dez anos, excluindo os artigos de revisdes bibliograficas e usando os
descritores sepse (sepsis) e sobreviventes a sepse (sepsis survivors). Apesar
dos impactos da doenca os resultados nos mostram que nesse periodo 3.790
artigos foram publicados envolvendo o tema sepse e apenas 137 artigos os
sobreviventes a sepse.

Dentre os trabalhos encontrados observamos um numero alto de
pesquisas aborda a fisiopatologia da doencga, analisam seus impactos na
saude publica e sugerem alternativas terapéuticas para enfrenta-la, entretanto
esquecem que parte dos pacientes recebe alta hospitalar e enfrentam as
sequelas fisicas, psicologicas e sociais da doenga. Entre os estudos
experimentais encontrados, em animais nao humanos, o modelo mais utilizado
para mimetizar os efeitos da sepse é o de ligadura e perfuragdo do ceco. O
sistema cardiovascular, o imuno-hematolégico e o sistema nervoso central
ganham destaque dentro das pesquisas sendo divididos em metodologias in
Vivo, in vitro ou ex vivo.

Destacamos que durante o levantamento realizado n&do encontramos
estudos in vivo que utilizaram a metodologia de cateterismo cardiaco
ventricular esquerdo através de cateter pressédo-volume, sugerindo ser este
trabalho o primeiro a abordar esta metodologia no estudo dos sobreviventes a
sepse. A hipétese central deste estudo € que a sepse e o choque séptico, por
tratar-se de morbidades graves, sejam responsaveis por altera¢des na fungéo
cardiaca que persistem ou se desenvolvam apds um insulto séptico. Neste
contexto, nosso trabalho foi desenvolvido para explorar essas alteracdes e
através dos resultados contribuir para o melhor entendimento do processo
fisiopatoldgico, permitindo avangos nas propostas terapéuticas e diagndésticas.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever as principais alteragcbes cardiacas observadas durante e
apos a progressao da sepse induzida pelo modelo de ligadura e perfuragéo do
ceco, com énfase nas consequéncias do insulto para o coracdo de ratos

sobreviventes a sepse.

2.1.1 Objetivos especificos

1. Caracterizar as alteragdes organicas encontradas em animais expostos
ao modelo de inducdo a sepse, da fase aguda a recuperagéo;

2. Avaliar a fungao cardiaca in vivo, durante e apos a sepse induzida pelo
modelo de ligadura e perfuragdo do ceco em ratos;

3. Avaliar a fungao cardiaca in vitro, em animais sobreviventes a sepse 30
dias apos a cirurgia de ligadura e perfuragao do ceco;

4. Avaliar e comparar a resposta cardiaca a dobutamina nos modelos in
vivo e in vitro, em animais expostos ao modelo de indugao a sepse, da
fase aguda a recuperacao;

5. Avaliar e comparar a responsividade cardiaca através do modelo in vivo,
resultantes das alteragdes presséricas provocadas pela fenilefrina, em
animais sépticos e sobreviventes a sepse;

6. Investigar as possiveis alteragcdes entre os agentes oxidantes e anti-
oxidantes provocadas pelo processo séptico no coracdo de animais

sobreviventes a sepse.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos com 14 a 16 semanas de idade,
pesando entre 250-350g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e mantidos no Biotério
Setorial do Departamento de Farmacologia, em ambiente com temperatura (21
+ 2 °C) e luminosidade (ciclo claro/escuro a cada 12/12 horas) controladas.
Agua e racdo foram fornecidas & vontade aos animais. Foi aguardado um
periodo de ambientacdo desses animais de pelo menos cinco dias dentro do
biotério do laboratério antes que os experimentos fossem realizados.

Todos os protocolos realizados foram previamente avaliados pelo
Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEUA/UFSC), e estavam de acordo com as diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagao de Animais para fins Cientificos e Didaticos - DBCA,
2013; CONCEA); protocolo numero 2349200618.

3.2 SOLUGCOES, DROGAS E REAGENTES

Salina tamponada com fosfato (PBS, composicdo em mM: 137 de NaCl,
2,7 de KClI, 1,5 de KH2PO4 e 8,1 de NaHPOg4; pH de 7,4); solugdo de Krebs
(pH 7.4; composicdo em mM: NaCl, 118.4; KC14.7; KH2POg4, 1.2; MgS04.7H20,
1.2; CaCl2.2H20, 2.5; D-glucose 11.7; NaHCOg3, 26.5), salina tris-tamponada
com tween 20 (TBS-T, composicdo em mM: 137 de NaCl, 2,7 de KClI, 1,5 de
KH2POs4, 20 de Na2HPO4, acrescido de tween-20 0,05%), tampao fosfato de
potassio (composicdo em mM: 3.2 de K2HPO4); TRIS HCL (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO, EUA); isoflurano, (Cristalia, ltapira, Sdo Paulo, Brasil), cloridrato
de xilazina (VetBrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil), cloridrato de cetamina
(Syntec, Cotia, Sado Paulo, Brasil), cloridrato de lidocaina (2%, sem
vasoconstritor), cloridrato de tramadol (Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil),
heparina sodica 5000 Ul/ml (Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil); fenilefrina,
dobutamina, butilhidroxitolueno, acido tricloracético, acetato de sdédio,
pirogalol, glicose, glutationa, acido ditionitrobenzdico, brometo de hexadecil
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trimetilaménio, peroxido de hidrogénio, nitrofenil n-acetii beta d-
glicosaminideo, citrato de sodio dihidratado, tetrametilbenzidina ( todos da
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); alcool metilico, xilol (Neon, Suzano,
S&o Paulo, Brasil); albumina (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA);
EDTA (Merck, Temecula, CA, USA); glicina (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os experimentos contaram com um total de 4 grupos para escolha do
modelo de CLP ideal, sendo eles: grupo falso operado, grupos CLP 1 furo, CLP
2 furos e CLP 3 furos. Apos a escolha do grupo CLP 3 furos, a fungéo cardiaca
foi analisada nos tempos de 6, 24, 72 horas e, também, 15 e 30 dias apds a
inducado a sepse. A fase inicial da sepse foi destacada como a 62 e 242 hora
apo6s o procedimento. A fase de recuperacio a 722 hora e os sobreviventes, o
tempo de 15 e 30 dias apos a CLP. A Figura 3 representa o desenho
esquematico dos procedimentos utilizados nesta pesquisa.

3.4PROTOCOLOS ANESTESICOS

Para os experimentos de cateterismo do ventriculo esquerdo, os
animais foram anestesiados através da administragdo de cetamina (100
mg/kg) e xilazina (20 mg/kg), pela via intramuscular, a qual foi suplementada
em intervalos de 45-60 minutos, quando necessario. O anestésico local
lidocaina (2%, sem vasoconstritor) foi infiltrado nos sitios cirurgicos (injecdes
intradérmicas e subcutaneas na regido ventral do pescogo, e intramusculares
nos musculos esterno-hidideo, omo-hidideo e esternomastéideo), no volume
final de 100 yL para cada sitio de infiltracdo, antes da incisao, separacéo dos
tecidos e localizac&o/isolamento da artéria carétida direita.
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Avaliagdo cardiovascular e das disfung¢des
organicas provocadas pela Sepse

Avaliagdo
Score de cardiaca através
avaliagdo para do modelo de
sepse nos v coragdo isolado
tempos de 6, < Escolha do modelo CLP com 3 furos —> € perfundido no
12,24, 36,48 e tempo de 30
72 horas apds o l l dias apds o CLP.
CLP
v
Avaliagdo da Avaliagdo in Participagdo da
PAS através do vivo da fungdo EROs nos
modelo de cardiaca nos tempos de 72
Plestimografia tempos de 6, hora e 30 dias
de cauda nos 24, 72 horas e apos o CLP.
tempos de 6, 24 15 e 30 dias
e 48 horas apds apos o CLP.
o CLP.

Figura 3. Esquema correspondente ao desenho experimental. Para a realizacdo dos
nossos experimentos, em um primeiro momento, fizemos diferentes tipos de CLP (1, 2 ou 3
furos no ceco) e entdo realizamos a avaliagéo cardiovascular e das disfungdes provocadas
pela sepse. Os Resultados nos mostraram que apenas os grupos que receberam 3
perfuragcdes no ceco foram capazes de apresentar as alteragdes classicas da sepse, sendo
assim os demais experimentos foram realizados em animais CLP 3 furos. Apés a escolha do
modelo de CLP ideal os animais foram avaliados através da aplicagdo do score para sepse (6,
12, 24, 36, 48 e 72 horas apdés a CLP), tiveram a pressao arterial sistélica verificada pelo
modelo de plestimografia de cauda (6, 24 e 48 horas apds a CLP), a avaliagdo da fungao
cardiaca pelo modelo de cateterismo intraventricular esquerdo (6, 24 e 72 horas e 15 e 30 dias
apos a CLP). Apds identificarmos que no tempo de 72 horas os animais encontravam-se
hemodinamicamente recuperados, mas com insuficiéncia cardiaca 30 dias apés a CLP,
avaliamos a participacdo das espécies reativas de oxigénio na disfungdo cardiaca nesses
tempos. Por fim, fizemos a avaliagao, in vitro, dos coragdes de animais sobreviventes a sepse
(30 dias apo6s a CLP).

Para a realizag&o da cirurgia de ligadura e perfuragao do ceco (modelo
experimental conhecido pela sigla CLP do inglés Cecal Ligation and Puncture),
os animais foram primeiramente sedados e analgesiados por meio de
aplicacédo de xilazina e tramadol, nas dosagens de 5 e 10 mg/kg via

intraperitoneal (i.p), respectivamente. Apds 5 minutos, os animais foram
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anestesiados em camara anestésica saturada com mistura de isoflurano (5%)
e oxigénio a 100%, seguido pela manutengao anestésica via mascara facial e
respiragdo espontdnea com mistura de isoflurano (3%) e oxigénio a 100%.
Apos a confirmacdo da auséncia de reacgdes a estimulos externos por
pingamento das patas e cauda, os animais receberam infiltracées subcutaneas
na linha alba (locais da incis&o cirurgica) do anestésico local lidocaina 2%, sem
vasoconstritor, no volume final de 200 uL para cada sitio de infiltragéo.

Para a coleta dos coragdes, destinados a analise das espécies reativas
de oxigénio, experimento in vitro com o coragdo isolado e perfundido, e
mensuragao do peso umido/peso seco, assim como para coleta de sangue
ventricular, os animais foram anestesiados com uma dose unica de cetamina
e xilazina, nas dosagens de 100 e 20 mg/kg, i.p, respectivamente,
administradas quando necessario. Somente apos a confirmagdo do plano
anestésico profundo € que o procedimento de coleta foi iniciado.

3.5 INDUCAO DA SEPSE PELO MODELO DE LIGADURA E
PERFURACAO DO CECO (CLP - CECAL LIGATION AND
PUNCTURE)

A metodologia foi realizada conforme descrito por Rittirsch et al.,
(2009), com algumas modificagbes. Apds serem anestesiados, conforme
descricdo no topico Protocolos Anestésicos (item 3.3), os animais foram
submetidos a uma laparotomia com incisdo de aproximadamente 2 cm e
subsequente exposi¢cado e ligadura ndo obstrutiva do ceco (cerca de 75%
usando como base a valvula ileocecal). O ceco foi perfurado com agulha 14G
com 1, 2 ou 3 furos, seguido de leve compressao para assegurar a saida de
conteudo intestinal. Apds a perfuragdo do ceco, o intestino foi recolocado na
cavidade abdominal e a musculatura e a pele do animal foram suturadas (figura
4).

Em experimentos preliminares este procedimento ndo gerou
mortalidade para os animais que receberam 1 ou 2 furos no ceco. Para os
animais que receberam 3 furos a mortalidade ficou em torno de 60-70% em
até 72 horas, com recuperacgao total do restante dos sobreviventes, sendo
esse, entdo, o grupo escolhido para realizar os estudos pos-sepse no intervalo
de 30 dias.
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ApOs a cirurgia, todos os animais receberam 30 mL/Kg de solugao
salina isotdnica via subcutédnea (s.c.), para reposicdo volémica, e foram
mantidos em ambiente aquecido (manta térmica e lampada de aquecimento)
até a recuperagao completa da anestesia (60 a 120 minutos). Os animais do
grupo controle foram submetidos ao mesmo processo cirurgico e pos-cirurgico,
sem a perfuracdo do ceco e extravasamento do conteudo intestinal, sendo

denominado grupo falso operado.

Identificagdo da
valvula ileo-
cecal

Puncao ileo-
cecal com
agulha 14 G

Ligacao do
ceco (75%)

\ ‘ | ,
S N
O

Extravasamento de conteudo Intestinal

A%

Peritonite > Sepse - Choque séptico

Figura 4: Representagdao esquematica do modelo para inducdo da sepse através da
ligadura e perfuragido do ceco (CLP). Apos anestesiado, o animal teve suas visceras
expostas e foi identificada a valvula ileo-cecal, em seguida foi realizada a ligagao do ceco
(cerca de 75%) e perfuragdes com agulha 14G na porgéao ileo-cecal. O conteudo fecal foi
exposto, as visceras foram armazenadas no local de origem e entao a parede abdominal foi
suturada. Fonte: autor.

3.6 CARACTERIZACAO DA SEPSE GERADA PELO MODELO DE
LIGADURA E PERFURAGAO DO CECO

No intuito de acompanhar os sinais de sepse decorrente do processo
de indugao da pelo CLP, adaptamos a ferramenta de avaliagao proposta por
Araujo et al., (2012). Apds protocolo cirurgico, os animais foram avaliados
individualmente nos tempos de 6, 12, 24, 36 e 72 horas.

Os parametros avaliados foram: piloerecdo, dispneia, secrecao
lacrimal, auséncia de fezes ou presenga de diarreia, contracdo abdominal,
aumento ou queda da temperatura corporal (via aferigdo retal), auséncia de
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respostas aos estimulos ambientais, reducado da atividade motora e auséncia
de atividade exploratéria. Os animais recebiam 0 de pontuagdo quando nao
apresentavam os parametros avaliados, e 1 para cada parametro detectado,
sendo o limite de 9 pontos.

Para sistematizar a avaliagcdo dos sinais associados com o
desenvolvimento de sepse foi utilizada o quadro 1, onde observamos nos
diferentes tempos a presenga ou ndo de sinais indicativos de sepse. Os
animais foram identificados por numeros romanos na regido caudal, também
identificavamos o numero da sua caixa e grupo (CLP ou controle). Quando a
alteracao era presente o animal recebia a pontuacédo 1 e quando nao, recebia
a pontuagao 0. A cada horario era realizado a soma total dos pontos.

Os animais que apresentaram pontuagao maxima, durante os tempos
avaliados, foram submetidos a eutanasia através de uma dose letal de
cetamina e xilazina (100 e 20 mg/kg, respectivamente), a fim de evitar
sofrimento do animal. Os animais que receberam pontuagdo maxima e por isso
foram eutanasiados, ndo entraram para o n da curva de letalidade. Para
caracterizagcao da severidade do modelo e média de sobrevivéncia apds o

CLP, esses animais foram monitorados diariamente durante 7 dias.

Quadro 1: Ferramenta utilizada para avaliagdo dos sinais de sepse em animais submetidos
ao modelo de ligadura e perfuragao do ceco.

Animal n° Caixa: CLP ( ) Controle ( )
Parametros Avaliagao
Piloerecao 6h: 12h: 24h: 36h: 72h:
Dispneia 6h: 12h: 24h: 36h: 72h:
Secrecéo lacrimal 6h: 12h: 24h: 36h: 72h:
Contragédo abdominal 6h: 12h: 24h: 36h: 72h:

Auséncia de fezes ou
o 6h: 12h: 24h: 36h: 72h:
presenca de diarreia

Aumento ou queda da
6h: 12h: 24h: 36h: 72h:
temperatura corporal

Auséncia de respostas aos
6h: 12h: 24h: 36h: 72h:
estimulos ambientais

Reducéo da atividade motor 6h: 12h: 24h: 36h: 72h:

Auséncia de exploracéo do
6h: 12h: 24h: 36h: 72h:
ambiente

Total: 6h: 12h: 24h: 36h: 72h:
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3.7 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

A medida indireta da pressao arterial sistolica (PAS) foi realizada pelo
meétodo de pletismografia de cauda. Para aplicagdo desta técnica foi utilizado
um manguito na cauda do animal (tail cuff) e um transdutor de presséo alocado
também na regido caudal, sendo ambos ligados a um sistema de aquisigéo de
dados (PowerLab, AD Instruments, Australia). A partir desta metodologia foi
possivel obter dados de pressao arterial sistdlica (PAS, em mmHg) e
frequéncias cardiaca (FC, em batimentos por minuto).

ApOs a calibragdo do sistema, os animais foram transferidos para a
sala de experimentacgao trinta minutos antes do inicio dos procedimentos, para
devida ambientagdo. Apds esse periodo, os animais foram acondicionados em
tubos acrilicos de contencdo, um por vez, e acomodados sobre placa
aquecida, para manter a temperatura corporal de aproximadamente 37 °C.
Respeitado um intervalo de 10 minutos para adaptacdo do animal ao
procedimento, o sensor foi colocado na regido proximal da cauda, para
obtengdo dos valores da PAS. Foram realizadas 3 medidas por animal nos
tempos de 6, 24 e 72 horas apos o protocolo cirurgico. A média dos valores

obtidos foi comparada entre os diferentes grupos.

3.8 ANALISE IN VIVO DA FUNGCAO CARDIACA PELO MODELO DE
CATETER DE PRESSAO E VOLUME

Para a insercdo do cateter no ventriculo esquerdo, os animais foram
anestesiados, conforme descrito no item 3.3. A temperatura corporal dos
animais foi mantida por meio de uma placa aquecida entre 36,9°C e 37,7°C.
Apos a confirmacado de auséncia de respostas a estimulos, realizou-se uma
puncdo da veia caudal lateral, para insercdo de um cateter intravascular de
tamanho 24 G, utilizado para a administragcao de 10 Ul de heparina, com intuito

de prevenir a formagao de coagulos durante o procedimento de cateterismo.
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ApoOs a anticoagulagdo uma incis&o foi realizada na regiao ventral do
pescogo separando tecido tegumentar dos musculos esterno-hiéideo, omo-
hidideo e esternomastoideo a fim de dissecar a artéria carotida direita, a
isolando do nervo vago. Apés a dissecgdo um cateter de pressédo e volume
(modelo SPR-901, Millar Instruments, Houston, TX, EUA) foi inserido no
ventriculo esquerdo, através da artéria carotida direita (figura 5). O cateter foi
conectado ao sistema de pressdo e volume (MPVS-Ultra Single Segment
Pressure-Volume Unit®; Millar Instruments, Houston, TX, EUA), e acoplado ao
hardware e software de aquisicdo de dados (PowerLab 4/30® e LabChart® Pro
v. 7.3.3, respectivamente; ambos de AD Instruments, Castle Hall, Australia),

0s quais registraram as avaliagbes hemodinamicas em tempo real.

- Pressao e volume

7 intraventricular;
—\ - Pressao arterial
sistémica;
D - Frequéncia Cardiaca;
- Fracéao de ejecgao;
\\ - Débito Cardiaco;

e ®

J 2

Figura 5: Representagao grafica da posigcdo do cateter pressido volume durante a
avaliacgao in vivo da fungao cardiaca. (1) representa o cateter de condutancia intracardiaco,
(2) é o eletrodo de emissao e (3) o de captagdo. Fonte: Figura modificada pelo autor a partir

de imagens obtidas de Smart Servier Medical Art.

Desta forma, a confirmacao da posi¢céo correta do cateter no interior da
camara ventricular esquerda foi realizada mediante a observacédo das curvas
ventriculares caracteristicas de pressao e volume conforme apresentado no
registro A da Figura 6. Para a calibracdo do volume e pressao, foi utilizada o
método da cubeta, avaliando-se areas e volumes conhecidos através do
sistema de informagdo MPVS-Ultra (MPVS-Ultra®, v2.0, Millar Instruments,
Houston Texas, EUA).

Ao término dos experimentos foi coletado aproximadamente 1 ml de
sangue através da artéria cardtida para o preenchimento das cubetas.
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Seguindo as orientagbes do fabricante para o cateter SPR838 (Millar
Instruments, Houstonm, TX,EUA) preenchemos as cubas de 2, 3,4 e 5 mm de
didmetros, as quais corresponderam, em volume de sangue, a 28.27, 63.62,
113.10 e 176.71 pl, respectivamente. Automaticamente apds a identificagéo
dos pontos de calibracéo os valores de volume ventricular foram atualizados.

Além das avaliagbes em tempo real da pressdao e volume
intraventricular, pressao arterial sistémica (PA), eletrocardiografia e frequéncia
cardiaca (FC), também foram avaliados o débito cardiaco (DC), o volume
diastolico final (VDF), volume sistdlico (VS), fracdo de ejecdo (FE), elastancia
arterial (Ea), trabalho sistolico (TS), volume maximo e minimo durante o ciclo
cardiaco e outros 18 parametros, os quais foram calculados pelo software de
registro (Apéndice 1).

ApOs a obtengao do registro basal desses animais, respeitando-se o
tempo de 5-10 minutos para estabilizacdo, foi administrado uma dose
endovenosa in bolus de fenilefrina (30 nmol/Kg) e outra de dobutamina (30
nmol/Kg), ambas com o intervalo de 10 minutos entre as administragdes. As
alteragdes na fungao cardiovascular foram avaliadas no ponto basal e apds a
administragdo das drogas, e comparadas entre os grupos nos diferentes
tempos. Ao término dos experimentos, os animais foram eutanasiados, por

exposicao a doses elevadas do anestésico cetamina e xilazina.

3.9 AVALIACAO DA FUNGCAO CARDIACA EM CORAGAO ISOLADO E
PERFUNDIDO UTILIZANDO O METODO DE LANGENDORFF

Para realizagdo desses experimentos foi utilizado apenas os grupos
de animais sobreviventes 30 dias apds a indugdo da sepse pelo modelo de
CLP, e de animais falso operados. Apds a confirmagao do plano anestésico
profundo, 10 minutos antes dos procedimentos cirurgicos para retirada do
coragao, os animais receberam o anticoagulante heparina (200 Ul, via S.C.), a
fim de evitar coagulagéo intravascular.

Os animais sofreram uma incisdo cirurgica subdiafragmatica e bilateral
ao torax, para abertura do mesmo. Em seguida, os pulmdes e outros tecidos
adjacentes foram retirados e o arco adrtico foi localizado. Um cateter maleavel
com guia rigido (tamanho 20), conectado a uma bomba de perfusdo continua
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Figura 6: Parametros hemodinamicos avaliados a partir da curva P-V. Os painéis A e B foram originados a partir dos registros tipicos das medidas hemodinamicas obtidas pelo
cateter de condutancia, inserido no ventriculo esquerdo através da artéria carétida de animais controle previamente anestesiados. No painel A, temos a representagdo grafica
original de um registro de P-V no ventriculo esquerdo, confirmando a posigao correta do cateter, onde A1 representa o registro grafico da pressédo do ventriculo esquerdo, A2
presséo sistémica, A3 volume do ventriculo esquerdo, A4 eletrocardiograma e A5 frequéncia cardiaca. No painel B temos um grafico construido a partir dos registros do painel A,
contendo das explicagbes acerca dos principais acontecimentos hemodinamicos, onde: a. condiz com a Pressao Diastélica Inicial (PDI); b. retrata o periodo de enchimento
ventricular, onde o volume presente na camara cardiaca até o fechamento da valva mitral € denominado Volume Sistélico (VS); c. periodo de contragédo isovolumétrica, que tem
inicio a partir do fechamento da valva mitral e seus valores pressoricos representam a Pressao Sistélica Final (PSF); d. periodo de ejecdo ventricular esquerda, iniciado apos a
abertura da valva adrtica. Nesse periodo, a pressdo exercida para a eje¢cao do sangue é denominada como pressao sistélica; e. Periodo de relaxamento isovolumétrico, segue do
fechamento da valva adrtica até a abertura da valva mitral, através da relagao entre o tempo e a pressao exercida nesse periodo, obtemos os valores para TAU; f. area geométrica
que representa o gasto energético necessario para um batimento cardiaco, o Trabalho Sistdlico (TS). Fonte: autor.
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(4 ml/min), contendo solugao salina fisiolégica aquecida, aerada com 95% de oxigénio
e 5% de gas carbbnico, foi inserido no interior da aorta descendente. Imediatamente
apos a insergcao do cateter foi iniciada uma perfusdo retrégrada do leito vascular
coronariano e, assim, do coracdo. Para fixagdo do cateter foi utilizado um fio de
algodao.

Antes de ser retirado da cavidade toracica, o coragao foi cuidadosamente
dissecado de suas artérias e veias. O coracdo foi colocado em um aparato de
Langendorff modificado, sob uma pré-carga de 1 grama. A avaliagao da forga gerada
pelo coracdo durante suas contragcdes foi determinada por transdutores de forca
(model FT-03, Grass Instruments, Astro-Med, Inc., West Warwick, RI, USA), fixados
no apice do coracdo, e a pressao da perfusdo coronariana foi avaliada por um
transdutor de pressao acoplado ao sistema de perfusao continua. Os dados foram
obtidos e gravados digitalmente através do sistema Powerlab (Labchart AD
Instruments, Castle Hill, Australia).

Para este experimento foi respeitado o tempo de 10 minutos para
estabilizacdo da amostra, e de 5 minutos de registro continuo da perfusdo e
batimentos cardiacos para determinagao dos valores basais para pressao de perfusao
coronariana (mmHg), forca desenvolvida (gramas), frequéncia cardiaca (BPM) e
duragao do ciclo cardiaco. A partir dos dados do ciclo cardiaco foram retirados os
tempos sistolicos e os tempos diastdlicos. Além dos valores basais, também foi
avaliada a resposta desses coragdes as doses in bolus de dobutamina (3,10 e 100

nmol), sempre respeitando o intervalo de dez minutos entre as doses.

3.10 PROPORGAO DE MASSA TECIDUAL PELO PESO CORPORAL

Ao final dos experimentos de avaliagdo cardiaca in vivo, através do modelo
de cateterizagcdo ventricular esquerda, os animais sofreram eutanasia e tiveram o
coragao e os pulmdes coletados (excluindo-se vasos e tecidos conectivos), atraves
de uma toracotomia total. Logo apds a retirada, os tecidos foram secos com um papel
filtro e, entéo, pesados, a fim de obtencao da proporgdo do peso molhado.

Apos permanecerem um periodo de 24 horas em uma estufa com temperatura
de 60°C, os coracdes e pulmdes foram pesados novamente, para obtencdo da
proporgao do peso seco. A propor¢ado de massa tecidual de cada orgao foi calculada
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a partir da formula: Propor¢ao de massa cardiaca/pulmonar = peso do tecido molhado

ou seco dividido pelo peso do animal (VAEZ et al., 2016).

3.11 INVESTIGAGAO DA ATIVIDADE OXIDATIVA EM TECIDO CARDIACO DE
ANIMAIS SOBREVIVENTES A SEPSE

A investigagao das espécies reativas de oxigénio e atividade antioxidante foi
realizada nos grupos de animais pertencentes ao tempo de 72 horas e 30 dias apds o
CLP, fases descritas como recuperagdo e sobrevivéncia, respectivamente e, em
animais falso operados, os quais pertenceram ao grupo controle. Os animais foram
previamente anestesiados e submetidos a uma toracocentese, a veia cava foi
cateterizada com cateter 20 G, para serem perfundidos com solugdo salina
hipertdnica, a fim de retirar o sangue acumulado nos vasos.

Amostras do ventriculo cardiaco esquerdo foram preparadas conforme
descrito resumidamente nos tépicos a seguir, para a determinagdo do conteudo de:
glutationa (GSH), mieloperoxidase (MPO), n-acetil-glucosamina (NAG), superoxido
dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST) e hiperdxidos lipidicos (LOOH). Os
experimentos a seguir foram realizados em duplicada ou triplicata a fim de diminuir o

erro experimental.

3.11.1 Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram determinados conforme a metodologia descrita por
Sedlak & Lindsay (1978). Os tecidos foram homogeneizados com tampé&o fosfato de
potassio (200 nM em pH 6,5), em seguida, 50 pyl do homogenato foram acrescidos de
40 ul de acido tricloroacético (12,5%) e centrifugados a 3000 rpm, em temperatura de
4 °C por 15 minutos. Em seguida, 10 pl do sobrenadante de cada amostra foi incubado
em placa contendo 96 pogos com tampao Tris-HCL (290 ul; 0,4 M, pH 8,9) e 5 ul de
DTNB (0,01 M) por 20 minutos em temperatura ambiente. Para controle e calculo dos
valores obtidos, foi utilizada uma curva padrdo de GSH nas concentragdes de 10, 7.5,
5.0 e 1.25 pg/ml. As leituras das absorbéancias foram realizadas a 415 nm e os valores
expressos como ug de GSH/g de tecido.
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3.11.2 Mieloperoxidase (MPO)

A quantificagdo do conteudo de MPO foi realizada utilizando a técnica descrita
por Bradley et al., (1982) e modificada por De Young et al., (1989). Para essa
dosagem, foram utilizadas as amostras contendo o sobrenadante dos homogenatos,
os quais foram ressuspendidos em 1 ml da solugéo de tampé&o fosfato 0,08M (pH 5.4)
contendo HTAB 0,5% e centrifugados a 11000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Em uma
microplaca contendo 96 pocos foi adicionado 30 pl do sobrenadante da amostra
acrescidos de 200 ul do MIX de tampéo, onde: 100 pl do tampéo fostato 0,08 M + 85
ul do tampao fosfato 0,22M + 15 pl de H202 0,01 %.

A atividade da MPO foi determinada a partir do sobrenadante na presenca de
H20», através do espectrofotdbmetro a 620 nm. A fim de iniciar a reagao foi adicionado
20 pl de solucdo TMB, respeitado o tempo de 5 minutos para incubacdo em
temperatura de 37°C. Os valores resultantes deste processo detectaram a atividade
de mieloperoxidase e foram expressos como MPO/g de proteina.

3.11.3 N-acetil-glucosamina (NAG)

Para esta dosagem, foram utilizadas as amostras contendo o sobrenadante
dos homogenatos, utilizando a técnica descrita por HABIG et al, (1974). Os
sobrenadantes receberam solucdo NAG, mais tampao citrato, e entdo foram
incubadas por 60 minutos a 37° C. Apds incubacao, as amostras foram acrescidas de
tampédo glicina, no intuito de interromper a reacdo. Para esse experimento as
amostram foram feitas em duplicata. Para estas leituras, foi utilizado
espectrofotometro a 405 nm. Os valores resultantes deste processo foram expressos
em NAG/g de proteina.

3.11.4 Superoxido dismutase (SOD)

Para determinagao da atividade de SOD no tecido de ventriculos esquerdo de
animais controle e sobreviventes a sepse, foi utilizada a metodologia descrita por
Marklund & Marklund (1974). Esta metodologia baseia-se na capacidade da SOD em
inibir a auto-oxidagdo do composto quimico aromatico pirogalol. Para isto, 20 uyl do
sobrenadante obtidos a partir da homogeneizacao dos tecidos em tampao fosfato de
potassio (200 mM, pH 6,5) foram adicionados a tubos contendo o composto pirogalol
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(25 pl; 1 mM) e solugéao de Tris HCL-EDTA (443 ul; 200 mM, pH 8,5), e misturados
em vortex durante 60 segundos.

O tempo de 20 minutos foi respeitado para incubacdo em temperatura
ambiente, em seguida, a reagao foi interrompida com a adigao de 12,5 pl de HCL 1 N.
A mistura foi centrifugada a 14000 rpm, em temperatura de 4 °C, durante 4 minutos,
e 300 pl deste sobrenadante pipetados em microplaca. A leitura de absorbancia foi
realizada a 440 nm.

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicatas e os resultados
comparados com o padrao (tampé&o Tris-EDTA com pirogalol sem incubac&o + média
sem amostra e sem incubac&o), sendo este valor igual a 100%. A quantidade de
proteina que inibe a reacdo em 50% equivale a 1 unidade de SOD e seus valores
foram expressos como unidade (U) de SOD/mg de proteina.

3.11.5 Glutationa S-transferase (GST)

Para a determinacdo da atividade da enzima GST, foi utilizado o método
descrito por HABIG et al., (1974). A metodologia consiste na conjugacéo do 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com o GSH, produzindo um dinitrofeniltioeter. Para isso,
foi adicionado 200 pl do reagente (3 mM CDNB diluido em etanol PA e 3 mM de GSH
diluido em tampao fosfato), a 100 ul do sobrenadante obtido com a homogeneizagéo
dos tecidos em tampéo fosfato 200 mM com pH de 6,5. A leitura de absorbancia foi
realizada a 340 nm, em intervalos de 10 s, durante 1 minuto, e seus valores foram

expressos em nmol de GST/min/mg de proteina.

3.11.6 Hidroperéxidos lipidicos (LOOH)

Para a determinacdo do conteudo de LOOH, foi utilizada a técnica descrita
por Jiang, Woollard e Wolff (1991). Apés serem homogeneizados em metanol (P.A.
1:4), os tecidos foram centrifugados pelo tempo de 20 minutos, a 9700 rpm, em uma
temperatura de 4° C, e seu sobrenadante armazenado. O reagente FOX2 foi
preparado a partir da dissolugéo de Xilenol laranja (1 nM), H2SO4 (125 pl), Fe (4,9 mg)
e BHT (49 mg) em metanol 90%, protegidos da luz. O reagente FOX2 (240 pl) foi
adicionado na aliquota do sobrenadante (60 pl). Essa mistura foi mantida em
incubacdo, a temperatura ambiente, por 30 minutos e, em seguida, foi realizada a

leitura de absorbancia, a 560 nm. O processo descrito acima consiste na oxidagao do
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ion ferroso em ion férrico pelos LOOH, sob condigbes com pH acido, gerando um
complexo azul purpura. Os valores LOOH resultantes deste processo foram expressos
como pmol/mg de tecido.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos com a média + erro padrao da média com n =
4-8 animais para cada grupo, conforme o descrito na legenda de cada figura. Para a
analise estatistica, foram utilizados o teste t de Student, ou a analise de variancia de
uma ou duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni, Dunnett’'s ou Newman-Keuls.
Para a analise da curva de sobrevivéncia do teste de Mentel-Cox. Para os testes nao
paramétricos utilizou-se o teste de log-rank, Mann-Whitney. Foi considerado diferencga
estatisticamente significativa um valor de p menor que 0,05. Os graficos foram
desenhados e analisados estatisticamente utilizando a ferramenta GraphPad Prism
versao 7 para |IOS (GraphPad Software, San Diego, CA).
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4. RESULTADOS

4.1. PADRONIZACAO DO MODELO DE LIGADURA E PERFURACAO DO
CECO - (CLP)

Para a padronizacdo do modelo de inducédo a sepse, primeiramente, foram
utilizados ratos machos Wistar (2-3 meses) pesando entre 250-300 g. Os animais
foram divididos em quatro grupos, sendo um deles o grupo controle (falso operado) e
os demais expostos a 1, 2 e 3 perfuragdes no ceco, com uma ligadura de
aproximadamente 75%. Apos o procedimento cirurgico, o percentual de
sobrevivéncia, a partir da curva de sobrevida de Kaplan-Meier, foi avaliado durante o
periodo de 120 horas. T

Os resultados mostram que apenas o0s animais que receberam trés
perfuragdes no ceco morreram, com taxa de mortalidade de aproximadamente 60%
em até 72 horas, e que apos esse periodo ndo ocorreram mortes adicionais (Figura
7). Tendo em vista este primeiro resultado, optamos por utilizar o modelo de CLP com
trés perfuragdes no ceco, ja que as avaliagdes dos parametros cardiacos se dariam a
partir dos sobreviventes ao insulto séptico. Apds a escolha, denominamos 0s animais
CLP 3 furos apenas como CLP.
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Figura 7: Curva de sobrevivéncia dos animais submetidos ao modelo de CLP. Os resultados
representam a analise dos diferentes modelos de CLP (1, 2 e 3 furos) em comparagdo com 0s grupos
controle, utilizando o modelo criado por Kaplan-Meier. O grafico apresenta a média + erro padrao da
média (EPM) utilizando a analise estatistica o teste de Mantel-Cox. * Indica P < 0,05 dos animais CLP

em relagdo ao respectivo grupo controle. Os simbolos do grupo controle e CLP 2 furos estédo
sobrepostos pelo simbolo do grupo CLP 1 furo.

ApoOs a escolha do modelo, partimos para uma segunda etapa, em que
analisamos a presenca dos sinais classicos associados ao choque seéptico (Figura 8).
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Para avaliacdo da funcdo cardiovascular, os animais foram submetidos a
pletismografia de cauda, incluindo nessa avaliagédo o periodo correspondente ao pré-
cirargico (valores considerados como basais) e os tempos de 6, 24 e 48 horas. Os
animais do grupo CLP apresentaram redugao na presséo arterial sistolica basal em
todos os tempos avaliados: 130,2 + 4,4 e 88,18 + 2,2 mmHg, para controle e CLP 6 h,
respectivamente 130,9 £+ 4 e 102,1 £ 0,6 mmHg; para controle e CLP 24 h
respectivamente; e 129,2 + 3,8 e 102,8 £+ 1,6 mmHg, para controle e CLP 48 h
respectivamente. Esses dados caracterizaram o estado de hipotenséo, classicamente
descrito na sepse e choque séptico, tanto em humanos como em modelos
experimentais (Figura 8-A).

ApoOs a avaliacdo da pressao arterial basal dos animais sobreviventes a
cirurgia (CLP 3 furos), utilizando a metodologia de verificagcdo de pressao invasiva
através do cateterismo intracardiaco ventricular esquerdo, avaliamos as respostas a
agentes vasoconstritores a partir da utilizagcdo de fenilefrina 30 nmol/kg pela via
endovenosa. Os resultados nos mostraram hiporresponsividade a esse agente nos
tempos de 6 e 72 horas apds a indugéo a sepse (~ 50%), enquanto no tempo de 24
horas e nos sobreviventes a sepse (30 dias), n&do observamos a hiporresponsividade
(Figura 8-B). Apesar da hipotensdo e da hiporreatividade a fenilefrina, néo
encontramos alteragdes significativas na frequéncia cardiaca nesses grupos.

Avaliando, pela segunda vez uma curva de sobrevida, construida com 20
animais submetidos a CLP, observamos de forma mais detalhada a mortalidade no
periodo inicial do processo séptico (6, 12, 24 e 48 horas apos a CLP). O resultado
obtido foi semelhante ao que encontramos durante a escolha do modelo, onde apenas
40% dos animais que passaram pela CLP sobreviveram (Figura 8-C). A partir do
periodo de 72 horas apos a CLP ndo houve mortes nos grupos avaliados,
caracterizando esse tempo como o de possivel recuperagédo do processo patoldgico
induzido.

Além da avaliagao cardiovascular e da taxa de sobrevivéncia, desenvolvemos
uma ferramenta, a partir do trabalho de Araujo et al., (2012), na qual avaliamos e
pontuamos os sinais de sepse no periodo de até 72 horas. Neste score, a pontuacgao
préxima a zero indica auséncia de sinais associados a perdas de fung¢des ou prejuizos
de fungdes, enquanto a pontuagdo mais alta indica a presenca desses sinais. Nas
horas iniciais entre 6 e 36 horas, os animais submetidos ao CLP apresentaram
pontuacao elevada caracterizada pela presenca de piloerecdo, bradicardia, dispneia,
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reducdo da mobilidade e capacidade de exploracdo ambiental, e diminuicdo da
resposta a estimulos como barulho e toque. Na 482 hora de avaliagdo, observamos
pontuagdo menor, até que na 722 hora a pontuagéao retorna para valores semelhantes
ao basal (Figura 8-D).

Ainda no periodo inicial da sepse, entre a sexta e 122 hora, os animais
apresentaram hipotermia, caracterizada pela queda na temperatura retal de 2°C,
quando comparados com o grupo controle (Figura 08-E). E importante ressaltar que
nenhum dos animais sobreviventes (72 horas apos a CLP), apresentaram qualquer

sinal de sepse, permanecendo indistinguiveis dos animais controle.

42 PERFIL HEMATOLOGICO: DA FASE DE RECUPERACAO A
SOBREVIVENCIA

No tempo de 72 horas apos a CLP, identificado como o periodo temporal no
qual os animais deixavam de apresentar sinais e sintomas caracteristicos da sepse e
no periodo de 30 dias apds a CLP - identificado como periodo de sobrevivéncia pos-
sepse - foram realizadas analises hematologicas no sangue coletado desses animais,
cujos resultados foram comparados com seus respectivos grupos controle (Tabela 1).

O grupo 72 horas apdés a CLP apresentou diminuicdo no percentual do
hematocrito, quando comparado com o grupo controle, e uma queda na porcentagem
de mondcitos, quando comparado com ambos os grupos, controle e CLP 30 dias.
Quando comparados com os grupos controle e CLP 72 horas, os sobreviventes,
apresentaram leucocitose acompanhada de aumento do percentual de mondcitos,
além de trombocitose. Esses dados sugerem o reaparecimento de sinais de processo

inflamatorio e coagulopatias nos sobreviventes ao insulto séptico.



66

A

] Controle (n=7)

o

1 Controle (n=7)

150_- CLP (n=7) oS 80-- CLP (n =6)
—_ C =
g2 28
[} En
TE s | 252
S « 1004 * S & E 401 .
o .S < E *
N o T O
O = e}
a2 L
’ I 1UH
50 Ma o ol
Basal 6 24 48 6 24 72 30 dias
Tempo ap6s cirurgia (h) Tempo ap6s a cirurgia (h)
C D -O- Controle (n=7)
& CLP(n=7)
100 1 94 *
§ o * *
8 g 6 i
c o *
2 501 g
% * o 3
2 8
3 -0- Controle (n=20) &
0- =+ CLP (n = 15) 0-

Basal 6 12 24 36 48 72
Tempo ap6s a cirurgia (h)

0 12 24 36 48 72 120

Tempo ap6s a cirurgia (h)

E

401

-O- Controle (n=7)
& CLP(n=7)

38 1

36 1

Temperatura (°C)

34 -

12 24 36 48 72
Tempo apos cirurgia (h)

Basal 6

Figura 8: Perfil das alterag6es sistémicas provocas pela indugdo a sepse através do modelo de
CLP. O perfil vascular dos animais CLP (barras pretas) e controle (barras brancas) foram adquiridos a
partir da avaliagéo in vivo pela metodologia de plestimografia de cauda e cateterismo pressédo-volume
intraventricular e estdo representados nos grafico A e B, onde observamos uma hipotenséo arterial
sistolica no grupo CLP nos tempos de 6, 24 e 48 horas, quando comparados com o grupo controle, e
uma hiporresponsividade a fenilefrina nos animais CLP 6 e 72 horas ap6s a CLP, quando comparados
com o grupo controle. A taxa de sobrevivéncia, apresentada no grafico C, foi realizada a partir do
modelo criado por Kaplan-Meier durante 120 horas, onde a letalidade do CLP (quadrado preto) foi
superior a 60%, quando comparado com o grupo falso operado (circulo branco). Os animais foram
avaliados por 72 horas através do score para sepse, figura D. Também, tiveram sua temperatura retal
verificada, grafico E. Os resultados foram apresentados através da média + EPM. Para os experimentos
A e B utilizamos a analise estatistica ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. Para
os gréaficos C, D e E a andlise estatistica utilizada foi o teste de Mentel-Cox, o teste de log-rank, ndo
paramétrico mann-whitney e teste t de Student, respectivamente. * Indica P < 0,05 em relagdo aos
respectivos grupos controle.



Tabela 1: Perfil hematoldgico dos animais sobreviventes a sepse.
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Controle (n=5)

CLP 72 h (n=5)

CLP 30 d (n=5)

Leucdcitos (103/uL) 76+0,6
Linfocitos (%) 65,8+ 1,0
Mondcitos (%) 14,6 £ 0,5
Granulécitos (%) 19,8+1,4
Hematocritos (%) 39,2+14
Hemoglobina (%) 10,2+ 0,5
Plaquetas (103/uL) 788,8 + 33,1

8,2+0,5

63,2 5 ,1

11,8 + 0,9%
18,0+ 1,0
33,4 +0,9*
8,8+0,3

819,8 + 20,0

12,4 +1,5*

60,8 + 3,0

16,0 £ 0,8*

239+11

352+1,1

96+04

1092,2 + 53,0*

Os resultados representam a média £+ EPM de seis animais por grupo. A analise estatistica utilizada foi a ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Newman-Keuls. * e # indicam P < 0,05 em relagéo aos grupos controle e CLP 30 d, respectivamente.
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4.3 EFEITOS DA INDUGAO SEPTICA NA FUNCAO DE BOMBEAMENTO DO
CORAGAO: DA FASE INICIAL A SOBREVIVENCIA

A avaliagdo da frequéncia cardiaca através do cateter intraventricular ndo
revelou qualquer diferenga entre os animais submetidos ao modelo de CLP e os
animais controle, nem dos periodos iniciais até sua recuperagao (6 h — 72 h), nem nos
sobreviventes (15 e 30 dias) (Figura 9-A). Entretanto, dados do cateter intraventricular,
obtidos a partir de 30-60 segundos de registro, revelaram que os animais sépticos
apresentaram redugao do volume sistolico, bem como do débito cardiaco, 6 e 24 horas
apos a cirurgia (Figura 9B-C), com retorno aos niveis basais em 72 horas,
permanecendo inalterados até o 15° dia apdés a CLP. Contudo, os sobreviventes no
30° dia demonstraram redugao de 25 a 40% do volume sistdlico e também do débito
cardiaco, quando comparados com os grupos controle (Figura 9B-C), caracterizando
efeito depressor tardio no bombeamento cardiaco.

Nossos dados também revelaram reducao notavel do trabalho sistolico dos
animais sépticos na sexta e 242 hora, comparados com os grupos controle (Figura 10-
A). Resultados semelhantes foram encontrados para dP/dtmax (reduzido no grupo 6
h CLP, Figura 10-B) e fragdo de ejecédo (reduzida 24 h apds o CLP; Figura 10-C). E
importante ressaltar que o dP/dtmax e a fragdo de ejegéo registrados 72 horas e 15
dias ap6s a CLP n&o diferiram daqueles que encontramos nos animais controle com
idades semelhantes.

Os animais CLP 72 h tiveram valores basais para o trabalho sistélico
significativamente maior, quando comparados com o seu grupo controle e também
com os animais CLP 24 h (Figura 10-A). O trabalho sistdlico e a fracdo de ejecéo
foram significativamente menores nos animais sobreviventes a sepse (Figuras 10-A e
C), sugerindo insuficiéncia cardiaca do tipo sistélica que ressurge apos 30 dias do
insulto séptico.
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Figura 9: Caracterizagdo do prejuizo no bombeamento cardiaco durante a sepse. Os
resultados apresentam paradmetros que avaliam a capacidade de bombeamento do coracéo,
onde o grafico A representa a frequéncia cardiaca, a qual permanece inalterada nos grupos CLP
e controle, em todos os tempos avaliados. O grafico B apresenta os resultados do volume
sistélico e C os de débito cardiaco, ambos os parametros encontraram-se reduzidos nos animais
CLP nos tempos de 6 e 24 horas e 30 dias apés a CLP (barras pretas) quando comparados com
o grupo controle (barras brancas). Os resultados foram obtidos através da metodologia, in vivo,
apos a cateterizagdo cardiaca pressao-volume intraventricular esquerdo. As barras brancas
representaram os animais controles e as barras pretas o grupo CLP. Na legenda, em parénteses,
encontramos o n para cada grupo (6, 24 e 72, 15 e 30 dias, respectivamente). Os resultados
foram representados através da média + EPM. A analise estatistica foi feita de duas maneiras,
comparando o parametro basal com seu respectivo controle utilizando o teste t de Student, e
comparando a resposta entre os diferentes tempos de CLP utilizando a ANOVA de duas vias
seguidas pelo post hoc de Bonferroni. * Indica p < 0,05 em relagéo ao grupo controle.
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Figura 10: Alteragoes cardiacas durante a fase sistélica, durante e apés a sepse induzida pelo
CLP. Em A observamos o trabalho sistélico, diminuido nos tempos de 6 e 24 horas, e 30 dias apds a
CLP (comparado com o grupo controle). No grafico B parametro dP/dt maximo reduzido apenas na
primeira hora (6 horas apos a CLP), em C a fragdo de ejegdo, com redugdo observada nas 24 horas
e 30 dias apds a inducao a sepse, quando comparado com os animais controle. Os resultados foram
adquiridos a partir da metodologia in vivo, através da insergdo do cateter de conduténcia pressao-
volume ventricular. Os dados foram representados a partir da média £+ EPM. Na legenda, em
parénteses, encontramos o n para cada grupo (6, 24 e 72, 15 e 30 dias, respectivamente). A analise
estatistica foi feita de duas maneiras, comparando o pardmetro basal com seu respectivo controle,
utilizando o teste t de Student, e comparando a resposta entre os diferentes tempos de CLP,
utilizando a ANOVA de duas vias seguidas pelo post hoc de Bonferroni. * Indica p < 0,05 em relagéo
ao grupo controle e # indica p < 0,05 em relagéo aos grupos CLP.
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A analise hemodinamica ventricular esquerda revelou que o volume diastdlico
final basal (Figura 11-A), dV/dtmax (Figura 11-C) e Tau (Figura 11-D) estavam
diminuidos nas primeiras horas apos a indugao a sepse, mas nenhum destes indices
diferiram dos animais controle nas 72 horas ou 15 dias ap0s a cirurgia. Redugdes dos
valores basais do volume diastolico final (Figura 11-A) e o prolongamento da Tau
(Figura 11-D) foram registrados nos animais sobreviventes a sepse (CLP 30 d),
quando comparados com animais controle. Além disso, a pressao diastdlica final
encontrou-se aumentada 30 dias apds o insulto séptico, apesar de valores inalterados

terem sido encontrados em periodos iniciais e de recuperagéo (6 h — 72 h) e nos
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Figura 11: Alteragcdes cardiacas durante a fase diastdlica, durante e apés a sepse induzida
pelo CLP. Em A o volume diastdlico final o qual apresentou-se reduzido na hora inicial e nos
sobreviventes (6 horas e 30 dias ap6s a CLP, respectivamente). Em B observamos a elevagao da
presséo diastdlica final no grupo de sobreviventes 30 dias apds a CLP; C a redugéo da derivada de
volume maximo por tempo nas horas iniciais da sepse (6 e 24 ), com retorno a valores basais nos
animais recuperados e sobreviventes (72 h, 15 e 30 d respectivamente); D observamos o tempo de
relaxamento isovolumétrico (TAU) permanece reduzido 6 horas apds a CLP, mas aumentado nos
animais sobreviventes a sepse ( CLP 30 d). Os dados foram representados a partir da média + EPM.
Na legenda, em parénteses o n para cada grupo (6, 24 e 72, 15 e 30 dias, respectivamente). A
analise estatistica foi feita de duas maneiras, comparando o parametro basal com seu respectivo
controle, utilizando o teste t de Student, e comparando a resposta entre os diferentes tempos de
CLP, utilizando a ANOVA de duas vias seguidas pelo post hoc de Bonferroni * Indica p < 0,05 em
relagcdo ao grupo controle.
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sobreviventes 15 d apés a CLP (Figura 11-B). Esses resultados sugerem a
incapacidade de relaxamento ventricular, ou seja, uma disfungao do tipo diastdlica.

A Tabela 2 apresenta os resultados da analise dos parametros cardiacos
focando apenas nos sobreviventes 30 dias apds a CLP. A partir desses dados
observamos que esses animais apresentam disfuncdo cardiaca do tipo sistdlica,
compreendida pelo prejuizo na capacidade de manter uma fracdo de ejecdo e um
trabalho sistélico adequado, e uma disfungao cardiaca do tipo diastdlica, representada
pelo aumento da velocidade de relaxamento isovolumétrico (TAU) e da pressao
diastdlica final, resultando na diminuigdo do volume diastdlico final. Esse conjunto de
alteragdes acabaram por reduzir o volume de sangue ejetado pelo coragao, o débito
cardiaco.

Tabela 2: Insuficiéncia cardiaca do tipo sistélica e diastélica encontradas nos animais sobreviventes a
sepse 30 dias apés a CLP.

Controle (n=7) CLP 30 Dias (n=6)
Frequéncia cardiaca (BPM) 232,1 £ 53,5 286,6 + 12,4
Volume sistolico (uL) 133,2+8,8 84,5 +16,2¢
Débito cardiaco (mL/Min) 38,56+4,1 20,8 £ 5,0*
Trabalho sistélico (mHg*uL) 10551 + 735,6 6481 + 1252*
dP/dt max (mmHg/s) 7266 £ 522,9 7045 £ 387,9
Fracao de ejegao (%) 60,8 + 2,0 37,146
Volume diastdlico final (uL) 226,6 £ 12,0 189,3+7,7*
Pressao diastdlica final
(mmHg) 28+5.0 14.5 £ 8.2*
dV/dt max (uL/s) 3254 + 315,2 3395 +£692,5
TAU (G;ms) 9,2+0,8 14,0 + 0,6*

Dados expressos em média £+ EPM de 6 a 8 animais por grupo (CLP e controle respectivamente). A
analise estatistica foi feita utilizando o teste t de Student. * Indica p < 0,05 em relagéo ao grupo

controle.
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Observamos ainda que os parametros basais da elasténcia arterial (EA) e
pressdo intraventricular (Figura 12-A e C) encontram-se aumentados em animais
sobreviventes a sepse (comparados ao grupo controle); este parametro € diretamente
relacionado a pressao exercida na camara ventricular esquerda para vencer a
resisténcia aortica, a pdés carga. Também encontramos diminuicdo do volume
intraventricular basal (Figura 12-B) nos animais sobreviventes a sepse quando
comparados com o grupo controle. O volume intraventricular reduzido suporta a nossa
ideia de que o coragdo segue com sua capacidade de relaxamento comprometida, ja
que, com menor area o ventriculo diminui sua capacidade em receber sangue.
Juntamente com as figuras observamos o registro da curva pressao volume, de ambos
0s grupos, onde essas disfungbes estdo destacadas em suas linhas ordenadas e

abcissas (Figura 12-D).
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Figura 12: Alteragcbes de resisténcia adrtica e volume ventricular esquerdo em animais
sobreviventes a sepse. Em A observamos uma reducgéo do volume maximo, do ventriculo esquerdo e B
o0 aumento dos valores basais da elastancia adrtica, nos animais sobreviventes a sepse (quadrado preto)
quando comparados com o grupo controle (circulo branco). Nas Figuras C e D observamos o registro
tipico contendo a curva presséo volume ventricular dos animais controle e sobreviventes a sepse 30 dias
apos o CLP. a representa o aumento da pressao intraventricular e b o volume ventricular. A analise
estatistica foi feita separadamente utilizando o teste t de Student. O n experimental encontra-se na
legenda do registro tipico. O * Indica p < 0,05 em relagdo ao grupo controle.
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4.4 CONTRATILIDADE REDUZIDA EM CORAGCOES DE RATOS
SOBREVIVENTES A SEPSE SUBMETIDOS AO MODELO DE LANGENDORFF

A utilizacdo do meétodo de coragdo isolado e perfundido nos deu a
possibilidade de estudar os mecanismos fisioldgicos do coracdo sem a agédo do
sistema nervoso central e a acdo hormonal de outros sistemas. Os coragdes isolados
de animais sobreviventes a sepse, 30 dias apds a CLP, mostraram perda significativa
na capacidade de gerar forga contratil durante os batimentos cardiacos (Figura 13-A),
o que ja foi visto na avaliagéo in vivo. Somada a deficiéncia contratil, os animais CLP
30 d apresentaram redug&o na pressao de perfusdo coronariana (Figura 13-B). No
entanto, ndo foram observadas diferengas significativas na frequéncia de batimentos
cardiacos entre os grupos (Figura 13-C).

Também analisamos o tempo necessario para esse coragao gerar um ciclo
cardiaco, ou seja, periodo que envolve o relaxamento e a contragao cardiaca. Quando
comparados com o grupo controle, observamos um tempo maior para gerar um ciclo
cardiaco nos animais sobreviventes a sepse (Figuras 13-D), e que esse aumento se
deu por uma fase de relaxamento prolongada (diastole) (Figura 13-E), ja que a fase

contratil (sistole) se encontrou sem alteragdes (Figura 13-F).

4.5 REDUCAO DAS RESPOSTAS CARDIACAS AS DROGAS VASOATIVAS
IN VIVO E IN VITRO

Através do cateter intraventricular, ao registrar o efeito da dobutamina 30
nmol/kg na presséo intraventricular, observamos resposta significativamente reduzida
nos ratos sobreviventes 30 dias apos a indugéo da sepse (Figura 14-A). Este efeito
também pode ser visto na figura que representa a curva pressao volume ventricular
na sua forma basal e sobreposta a outra curva representando o efeito da dobutamina
(registro tipico — Figura 14-D). A resposta dos animais controle a dobutamina provoca
aumento dos niveis de pressao ventricular (eixo das ordenadas) e volume ventricular

(eixo das abscissas); entretanto, 0 mesmo ndo ocorre nos animais sobreviventes a
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sepse (Figura 14-D), caracterizando a resposta reduzida a este agente inotropico

positivo.
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Figura 13: Alteragbes cardiacas de animais sobreviventes a sepse pela metodologia de
langendorff. Diminuicdo da forga de tensdo gerada pelo coragdo nos animais sobreviventes (a);
frequéncia cardiaca inalterada(b); maior tempo para gerar o ciclo cardiaco nos sobreviventes (c),
tempo sistdlico inalterado (d); tempo diastélico maior para o grupo sobrevivente (e). Os resultados
apresentados foram obtidos comparando-se os grupos controle e CLP 30 d. Os dados representam
a média = EPM. A analise estatistica utilizada foi o teste t de Student. * Indica p < 0,05 em relagéo

ao grupo controle.

Através da técnica de Langendorff, comparamos a resposta do coragédo de

ratos sobreviventes a sepse (30 dias apés a CLP) com a de ratos controle durante a

utilizacdo da dobutamina nas doses de 3, 10 e 30 nmol (Figuras 14-B e 14-C). Na

avaliacdo do delta da resposta da dobutamina sobre a tens&o cardiaca, observamos

aumento no grupo controle em todas as doses, mas n&do no grupo CLP 30 dias, na

dose de 10 nmol (Figura 14-B). Apesar da diferenga no delta, a curva sobre a area da

resposta gerada pela dobutamina ndo apresentou diferenga significativa entre os

grupos (Figura 14-C).
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Figura 14: Hiporresponsividade para a dobutamina em coragdes de animais sobreviventes a
sepse. Observamos uma redugao da resposta para a dobutamina, na pressao intraventricular (a) e
no delta da forga de tensdo gerada, na dose de 10 nmol (b) nos animais sobreviventes a sepse, mas
néo, na area sobre a curva (c), comparados com o grupo controle. No registro tipico da curva presséo-
volume ventricular (d), os animais sobreviventes apresentam poucas alteragbes na curva pressao-
volume, apés a administracdo intravenosa de dobutamina; no registro tipico da tensdo gerada em
resposta a dobutamina (e), encontramos uma redugéo no pico da curva resposta, para a dose de 10
nmol, ambos comparados com o grupo controle. Os dados representam a média £+ EPM. A analise
estatistica foi feita utilizando o teste t de Student para Figura A e ANOVA de duas vias seguidas pelo
post hoc de Bonferroni nas figuras B e C. * Indica p < 0,05 em relagéo ao grupo controle.

Analisando o registro tipico da tensao gerada pelo ventriculo esquerdo (Figura
14-D), encontramos uma tensdo basal notavelmente mais alta em animais do grupo

controle quando comparados com animais sobreviventes (Figura 14-E). Além disso,
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também pode ser observada a reducdo no pico do efeito da dobutamina na dose de
10 nmol nos animais sobreviventes, quando comparados com o grupo controle
(Figuras 13-B e E). Esses dados nos sugerem um prejuizo relacionado a capacidade
dos coragbes de animais sobreviventes a sepse em gerar aumento na sua forga
contratil mediante a utilizagdo de um agente farmacologico.

Na Tabela 3 observamos os efeitos da dobutamina em outros parametros
analisados e em diferentes tempos. As respostas a dobutamina seguem reduzidas na
62 hora apos a CLP, nos parametros de trabalho sistélico (4092 + 397,7 e 1551 £ 531,3
mmHg*uL grupo controle e CLP 6 h, respectivamente), e de variagao da presséao pela
derivacdo de tempo maximo (7466 + 922,1 e 4117 + 868,9 mmHg/s, grupo controle e
CLP 6 h, respectivamente). Entretanto, neste periodo inicial a resposta da fragdo de
ejecao a dobutamina apresentou-se maior quando comparada com o grupo controle
(-7,0x 3,4 e 2,1+2,5%, grupo controle e CLP 6 h, respectivamente).

Na 242 hora apos a indugdo da sepse (grupo CLP 24 h) também encontramos
aumento da resposta a dobutamina na fragao de ejecdo (-6.6 + 2.3 e 2.5 + 3.0%, grupo
controle e CLP 24 h, respectivamente), sem reducdo da resposta aos parametros de
pressdo, mas com redugao no volume diastélico final (14,1 + 3,5 e 3,2 £+ 3,6 yL, grupo
controle e CLP 24 h, respectivamente) e no parametro de relaxamento isovolumétrico
(TAU; 4.0 £ 0.7 € 2.0 £ 0.3 ms, grupo controle e CLP 24 h, respectivamente). No
periodo que caracterizamos como processo de completa recuperacdo do processo
séptico (CLP 72 h), os animais parecem recuperar a capacidade de responder a
dobutamina, exceto, na variagao da pressao pela derivacdo de tempo, em que ainda
apresenta redugao da resposta (Tabela 3).

Uma reducédo na resposta a dobutamina semelhante as da fase inicial também
foi encontrada no grupo CLP 30 dias. Esse achado é caracterizado pela baixa reposta
para o aumento do trabalho sistolico (5032 + 1271 e 1805 + 466,3 mmHg* uL, para
controles e sobreviventes, respectivamente), resposta diminuida na fragao de ejecéo
(20,3 £ 3,7 e 6,8 + 2,1%, para controle e sobreviventes, respectivamente), e na
variagcédo da presséao pela derivagao do tempo maximo (dP/dtmax; 7277 + 1159 e 2445
+ 1328 mmHg/s para controles e sobreviventes, respectivamente). Esses parametros
sdo dependentes da for¢a de contragdo, sugerindo que os animais do grupo CLP 30
dias, além de apresentarem alteracdes na funcéo cardiaca, também apresentam baixa

resposta inotropica positiva a dobutamina, dados esses contidos na Tabela 3.



Tabela 3: Delta dos efeitos da dobutamina sobre a bomba cardiaca
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Grupos
Parametros 6h 24 h 72 h S30d
Controle CLP Controle CLP Controle CLP Controle CLP
(n=5) (n=6) (n=5) (n=7) (n=6) (n=6) (n=7) (n=6)
FE(%)  -70 £34 21%25° 66+23  25+30° -70+42  -20+28 203%37 68271
VS (L) 76+61 125+37 45+67 149+47 155+39  121+28 244+144 100+55
d  DC(mbminy 3718 5136 50418 1,823 -1,8+34 25+1,8 47+£13  77%23
© 4092 + 1551 + 3649 + 3423 + 5032 + 1805 +
£ TS " 2506 + 721 1996 + 580, 1 "
S (mmHgL) 3977 5313 661,2 1016 1271 466,3
~ dP/dt 7466 + 4117 + 7863 + 5915 + 4931 + 2880 + 7277 + 2445 +
c max * * *
£ (mmHgss) 9221 868.9 7928 804.1 518.9 709.6 1159 1328
0]
5 125,8 + 119,9 +
2 FCbpm) 521+138 212+352 927+393 726+256 448+66  315+53 5897 3429
(a]
VDE L) ~ 188%78 101%42 14135 3236 11237 28+32 207+69 121+43
PDF (mmHg) 41%17 0424 59+27 36+16 14+26 0,1+02 03+11 82+31*
A/t 71,8 + 560,3 + 1514 + 5882 + 312,3 + 5087 +
Iy 1119 308,7 645.1 1735 632.8 31458512 901£1269 07 g
(LL/s)
TAU (ms)  -1,0t21  -06+06 4,0+£07 20403 04+08 0,4+0.,8 38+10 40+10

FE — fracdo de ejegao, VS — volume sistolico, DC — débito cardiaco, TS — trabalho sistélico, dP/dTmax — derivada da presséo pelo tempo maximo, FC
— frequéncia cardiaca, VDF — volume diastélico final, PDF — pressao diastdlica final e dV/dtmax — derivada do volume pelo tempo maximo. Os
resultados representam a média £+ EPM. A analise utilizada foi a ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls. * indicam P <
0,05.
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Ainda na Tabela 3 observa-se que a pressao diastdlica final parece nao
responder a dobutamina em animais sobreviventes, quando comparados com seus
grupos controle (8,2 + 3,1 e 0,3 + 1,1 mmHg, respectivamente), enquanto os
parametros dependentes de volume (VS, DC, VDF e dV/dfmax) ndo demonstraram
diferenga de resposta a dobutamina entre os grupos.

Embora o agente farmacoldgico fenilefrina n&o seja descrito como agente
inotropico positivo, sua agao foi avaliada a fim de observar a resposta cardiaca as
alteragdes pressoéricas (dose de 30 nmol pela via endovenosa). Observou-se que na
fase inicial, 6 horas apds a CLP, o aumento pressérico induzido pela fenilefrina foi
capaz de influenciar mudangas na pré- e pos-carga cardiaca, resultando em melhora
hemodinamica que pode ser evidenciada pelo aumento do volume sistélico, débito
cardiaco, trabalho sistélico, frequéncia cardiaca e pressao diastdlica final, quando
comparados com o grupo controle (Tabela 4).

Ja na avaliacdo 24 h apds a CLP, os efeitos positivos da fenilefrina sobre a
pré- e pds-carga cardiaca parecem n&o gerar respostas cardiacas diferentes nos
parametros avaliados, quando comparados com seu grupo controle. Entretanto, nas
72 horas apos a CLP, os animais considerados recuperados apresentaram volume
diastolico final reduzido apos a injecdo de fenilefrina, comparados com o grupo
controle. Este resultado sugere que, apesar dos parametros cardiacos terem voltado
aos niveis basais, comparaveis aos do grupo controle e os animais sépticos (6, 24
horas e 30 dias ap6s a CLP) (Tabela 4).

Nos animais sobreviventes ao processo séptico (30 d apos CLP), as respostas
cardiacas as alteracbes hemodinamicas provocadas pela fenilefrina foram reduzidas
nos parametros fragao de ejecéo e volume diastdlico final (7,5+1,9e 2,8 £+ 1,8%; 55,5
+ 12,7 e 22,6 £ 2,9 pL, grupos controle e sobreviventes, respectivamente). Este
resultado sugere que apesar da melhora pressérica sistémica, caracterizada pelo
retorno da resposta a fenilefrina para seus valores basais (Figura 8-B), esses
sobreviventes n&do conseguem reaver a capacidade ejetora, ou seja, a agcdo da
fenilefrina na pré e pés-carga cardiaca n&o influencia no desempenho cardiaco, muito
provavelmente porque parte dessas alteragdes € independente das condigdes

pressoricas sistémicas desses animais.
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Tabela 4: Delta das alteragdes cardiacas ap6s a utilizagao de fenilefrina.

Grupos
Parametros 6h 24 h 72 h S30d
Controle CLP Controle CLP Controle CLP Controle CLP
(n=5) (n=6) (n=5) (n=7) (n=6) (n=6) (n=7) (n=6)
FE (%) 1,9+4,3 8,1+4,0 43772 1,1+ 3,1 82+111 -05+5,8 75+19 2,8+1,8*
VS (uL) 73+44 94+25* -223+14,0 1,7+6,2 33+186 -12+89 104+96 250+14.3
5 DC (mi/min) 1,8+1,6 84 +4,1* -58+4,7 34+33 -04+48 0,5+2,1 54+4,8 58+28
S 7S 484.1 + 166 5 1949*1 2473 + 1736 + 541 1815 + 1174 + 2493 + 4260 +
g ( mmHg*uL) 533 884,2, 560,3 2274 1264 1919
o
@ 1324 + 2718 + 1603 +
dP/dtmax 2003 +641,2 1374 +508 2312 + 1203 1,4+123 -05%58
m - L) — — ) — i) ’ — i)
£ (mmHgls) 262,9 1292 1096
(=
o . 106,9 + 137,2 +
S FC (bpm) 544+10,4 11,6+8,6 219+318 45+242 209+123 114+39 5278 57 56
L
VDF (uL) 30,4 +4,3 201+6,6 389+10,2 97+111 531+98 214+34* 555+127 226+29*
PDF 9+25 15+ 0,3* 15,3+ 6,3 33+15 221+182 17,3+10,1 10,1+2,8 11,1+1,4
(mmHg)
AV/dtrs 1270,5 + 1093 + 633,7 + 1074 + 1162 + 1425 +
Loy 118722661374 £508 g 426,3 263,8 4777 277,2 871,3
(LL/s)
TAU (ms) 27+17 0,5+0,2 41+28 -01+2,1 2+0,1 1,9+0,6 25+1,1 1,3+2,6

FE — fracdo de ejegao, VS — volume sistolico, DC — débito cardiaco, TS — trabalho sistélico, dP/dTmax — derivada da presséo pelo tempo maximo, FC
— frequéncia cardiaca, VDF — volume diastélico final, PDF — pressao diastdlica final e dV/dtmax — derivada do volume pelo tempo maximo. Os
resultados representam a média £+ EPM. A analise utilizada foi a ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls. * indicam P <

0,05.
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4.6 PARTICIPACAO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NA
INSUFICIENCIA CARDIACA NOS SOBREVIVENTES A SEPSE

Em relagdo aos marcadores biologicos de estresse oxidativo, os resultados
revelaram aumento significativo nos niveis de GSH, MPO e NAG (54%, 400% e 50%,
respectivamente) nos animais sobreviventes 30 dias apds a cirurgia de CLP (Figuras
15-A, 15-B e 15-C, respectivamente). Além disso, as Figuras 15-D e 15-E apontaram
reducdo das atividades da SOD e da GST (64% e 23%, respectivamente) e niveis
inalterados de LOOH (Figura 15-F), nos grupos 72 horas e 30 dias apds a cirurgia de
CLP.

[ Controle 72h (n =6) [ Controle 72 h (n = 5) O Controle 72h (n = 6)
A D clP72h(n=6) B I CLP72h(n=3) C 1 CLP72h (n=6)
1500 = Controle 30 d (n=6) [ Controle 30d (n = 2) I Controle 30 d (n =5)
_g Il CLP30d(n=6) © 87 HE CLP30d(n=5) © 15.07 WM CLP30d(n=6)
© £ £
3 % g
o
F 70 s . 8 75
7] Ky 2
: t ) 00 U0
= =
0 =, - 0.0
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[ Controle 72 h (n =6) [ Controle 72 h (n=4) 1 Controle 72 h (n = 6)
D 3 CLP72h (n=6) [ CLP72h(n=4) F [ CLP72h (n=6)
I Controle 30d (n =5) = Controle 30d (n =4) [ Controle 30d (n=5)
S 20, EE CLP30d(n=6) o Bl CLP30d(n=4) < 507 EE CLP30d(n=6)
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Figura 15: Prejuizo no balango oxidativo durante o processo de insuficiéncia cardiaca em animais
sobreviventes a sepse. Os resultados apresentam os marcadores biologicos quantificados a partir dos
homogenatos ventriculares de animais. Observamos niveis elevados de glutationa (a), mieloperoxidase (b)
e n-acetil-glucosamina (c), nos animais sobreviventes a sepse 30 dias apds a CLP; niveis reduzidos da
superoxido dismutase (d) e glutationa-s-transferase (e) em animais CLP 72 horas e 30 dias apds a CLP; e
niveis inalterados de hiperdxidos lipidicos (f). Os resultados foram representados pela média £+ EPM. Os
resultados contam com diferente n em relagdo aos grupos. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA de
uma via seguida pelo post hoc de Bonferroni, exceto para os grupos com n inferior a 5 animais. * Indica p
< 0,05 em relagéo ao grupo controle, ** indica p < 0,01 e # indica p < 0,05 em relagédo aos grupos controle
e CLP.
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4.7 PESO SECO E MOLHADO DOS CORAGOES E PULMOES COLETADOS
DE ANIMAIS SOBREVIVENTES A SEPSE.

ApOs a analise dos parametros cardiacos e coleta do sangue para avaliagao
do perfil hematoldgico, os animais controles e CLP, dos grupos 6, 24, 72 horas e 30
dias, tiveram seus coracdes e pulmdes retirados e pesados enquanto molhados e
secos (apos passarem pela estufa). O peso molhado dos coragées de animais
seépticos nédo diferiu entre os grupos (Figura 16-A).

A Coragéo Molhado B Corag&o Seco
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Figura 16: Alteragées no peso seco e molhado de coragdes e pulmdes de animais apods a
CLP. As barras brancas correspondem aos grupos controle e as barras pretas ao CLP. As figuras
A e B representam o coragao em seu peso molhado e seco, com redugao do peso seco nos animais
CLP 24 horas e 30 dias apos a cirurgia. Em C e D observamos os resultados quanto ao peso dos
pulmdes molhados e secos, com aumento do peso molhado apenas nos sobreviventes a sepse, 30
dias apdés a CLP. Os resultados representam a média + EPM. A andlise estatistica foi feita
separadamente (comparando com seu respectivo controle) utilizando o test de t de Student. * Indica
p < 0,05 em relagéo ao grupo controle.
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Entretanto, quando comparamos o peso seco de animais sépticos nas 24
horas e 30 dias apos a CLP, observamos redugéo significativa no coragdo, quando
comparados com o grupo controle (Figura 16-B). Por outro lado, ndo encontramos
diferenga entre o peso seco dos pulmdes dos animais submetidos ao modelo de
sepse, quando comparado ao dos animais dos respectivos grupos controle (Figura 16-
D). Porém, observamos que o peso molhado dos pulmdes dos animais sobreviventes
a sepse (grupo CLP 30 dias) encontrava-se significativamente maior do que os valores
registrados para os pulmdes (peso molhado) dos animais do respectivo grupo controle
(Figura 16-C).
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5 DISCUSSAO

Atualmente, temos como diagndstico padrdo ouro para sepse além das
variaveis clinicas, as laboratoriais, tais como: prejuizo no perfil hemodinamico,
prejuizo da perfusdo tecidual, variaveis no padréo do perfil hematoldgico e variavel de
disfungédo organica. Esses elementos sdo essenciais para um diagndstico precoce,
em uma doenga onde cada hora de atraso para chegar ao seu diagnostico representa
um aumento na mortalidade dos pacientes (DELLINGER, et al., 2013; PRUCHA,
BELLINGAN e ZAZULA, 2015).

Em estudos da sepse a partir de modelos projetados em animais, também é
possivel avaliar os sinais caracteristicos da doencga. Nessa avaliacdo, quanto maior a
quantidade de sinais apresentados, maior a gravidade (ARAUJO et al., 2012;
MEDEIROS et al., 2016). Durante a aplicagdo da escala visual de score para sepse,
observamos que a pontuagdo nas primeiras 36 horas ultrapassa os seis pontos,
caracterizando alteragdes organicas importante durante a fase inicial. Os principais
achados foram alteragdes motoras, alteracbes na frequéncia respiratéria, esforco
respiratorio e presenca de porfirina.

Sabendo que a reducdo da pressao arterial ocorre durante o processo séptico,
e que também é considerada uma das principais disfungdes organicas encontradas
durante a sepse, sendo identificada a partir da queda no valor da pressao sistdlica
sanguinea, maior que 40 mmHg, comparada com o basal, ou valores inferiores a 100
mmHg (SINGER et al., 2016; VALLABHANJOSYULA et al., 2018), realizamos
verificacdo da presséo sistélica através da plestismografo de cauda. Observamos que
nas horas iniciais do insulto séptico (Figura 08-B), os animais encontram-se
hipotensos, com uma queda da presséo arterial sistolica de 44 mmHg, quando
comparados com os valores basais desses mesmos animais antes do processo de
inducao a sepse, e valores de pressao sistolica inferiores a 100 mmHg nos trés tempos
verificados apos a CLP (6, 24 e 48 h) ou seja, esses animais apresentam, também,
prejuizo para manter valores pressoéricos ideais para a manutencdo da perfusdo
sanguinea.

Essas alteragdes locais e sistémicas provocadas pela sepse parecem

comprometer o tbnus da musculatura lisa vascular que, juntamente com o choque
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hipovolémico, & capaz de gerar perda da capacidade regulatéria da microcirculagao
(SIMPSON, LAMONTAGNE e SHANKAR-HARI, 2017). A terapia de reposigao
volémica e resgate hemodinamico tem objetivo de corrigir as variagdes
hemodinamicas, melhorando a perfusao e a oxigenacéo tecidual (STURM et al,,
2016). Entretanto, em nosso trabalho mesmo com a reposigdo volémica né&o
obtivemos valores pressoéricos considerados fisiologicamente adequados.

Além da hipotensdo, no decorrer do processo séptico, nos tempos de 6 e 72
horas apés a CLP, encontramos uma hiporreatividade vascular a fenilefrina. Um dos
fatores importantes que contribui para o agravamento do choque séptico é a auséncia
de respostas a agentes vasoconstritores. Durante esta sindrome a endotoxemia induz
a produgcdo de mediadores inflamatorios, seguido por vasoplegia e diminuicdo da
contratilidade cardiaca. Na pratica clinica, verificamos a queda da resisténcia vascular
sistémica através da resposta do vaso aos agentes vasoconstritores, ou seja, a
dosagem necessaria deste agente para manter a presséo arterial média dentro dos
limites fisiologicos. Uma resposta diminuida, ou ausente, a esses agentes sugere uma
deficiéncia da resposta vascular (LEVY et al., 2018).

Para o choque séptico, inumeras publicacbes envolvendo estudos em
humanos e ndo humanos trazem a hiporresponsividade vascular a agentes
vasopressores como uma das principais caracteristicas desse estado patolégico (DA
SILVA-SANTOS, TERLUK e ASSREUY, 2002; LAMIA, CHEMLA, RICHARD e
TUBOUL, 2005; FERNANDES e ASSREUY, 2008; KIMMOUN, DUCROCQ e LEVY,
2013), o que vem ao encontro dos nossos achados, nos quais 0s animais sépticos
apresentaram uma diminuigdo da resposta vascular a agentes vasopressores até 43%
menor, quando comparada com seus respectivos grupos controle. Nossos resultados
caracterizam essa disfungdo vascular classica durante a sepse, fazendo com que seja
possivel afirmar que esses animais desenvolveram choque séptico durante os tempos
avaliados.

Além da manutencdo da homeostasia vascular, a termorregulagdo é
fundamental para todos os mamiferos. Durante processos infecciosos, o sistema
nervoso central faz a ativacdo do sistema nervoso simpatico, para a realizagao de
ajustes metabdlicos e, entdo, superar o processo estressor. Entretanto, uma ativagéo
excessiva ou prolongada desse sistema, acaba por provocar uma resposta
desequilibrada. Uma das respostas negativas mais evidenciadas durante o
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desbalango das atividades autondmicas é uma variabilidade da termorregulagéo
(DUNSER e HASIBEDER, 2009; WEHRWEIN e ORER, 2016).

O processo de indugao a sepse através do modelo de CLP provocou uma
queda na temperatura nos animais do grupo CLP na 62 e 122 horas apds a indugéo a
sepse, de 38°C para 36°C, sugerindo um desequilibrio no controle da temperatura
durante o processo séptico. Quando falamos de sepse, um dos principais eventos
associados aos processos inflamatérios € a alteragdo da temperatura corporal, seja
ela para mais (hipertermia) ou para menos (hipotermia) (BONE et al., 1992). O estudo
de Drewry et al., (2015) nos traz a informacg&o de que cerca de 20% dos pacientes
diagnosticados com sepse apresentam hipotermia ao invés de hipertermia
(ROMANOVSKY e SZEKELY, 1998).

Seguindo nossa pesquisa sobre as alteragbes provocados pela indugao da
sepse, dois principais tecidos tiveram seu peso avaliado em nossos experimentos,
coragao e pulmdes (Figura 16). Na hora inicial, ndo observamos diferenga no peso
seco e molhado dos pulmdes entre os animais sépticos e controle. Contudo,
observamos que nas 24 horas ap0s a indugao séptica, os animais apresentaram um
peso seco menor para o coragao, quando comparado com os animais controle. Com
este achado podemos pensar em perda de tecido cardiaco no decorrer da sepse, 0
que corroboraria para o aparecimento da perda na funcionalidade cardiaca,
entretanto, ha necessidade de estudos histolégicos complementares.

Analisando as alteragdes descritas acima com a curva de sobrevivéncia
podemos concluir que os tempos de 6 a 48 horas sao caracterizados como 0os mais
criticos para os animais, ja que apresentam maior numeros de sinais indicativos de
sepse e de mortes. Apds as 72 horas observamos animais recuperados, sem
alteragdes sugestivas de sepse e que, ao longo do tempo, serdo reconhecidos como
sobreviventes. A partir desses dados escolhemos os tempos que foram utilizados para
a realizagdo desta pesquisa; a fase inicial (6 e 24 horas), a fase de recuperagao (72
horas) e os sobreviventes (15 e 30 dias).

A variagdo no perfil hematolégico € uma das alteragées mais frequentes
durante a sepse, caracteriza-se pelo aumento dos numeros de leucécitos no decorrer
da doenga (GUCYETMEZ & ATALAN, 2016). Nossos resultados mostraram que na
fase de aparente recuperacao dos animais induzidos ao choque séptico, 72 horas

apos a indugao, os niveis mensurados de leucdécitos no sangue estdo semelhantes
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aos do grupo controle. Entretanto, nos que sobreviveram a sepse, 30 dias apds a
indugdo, observamos que ha uma trombocitose e leucocitose com aumento do
numero de mondocitos, sugerindo o aparecimento de um novo processo inflamatorio,
semelhante aquele encontrado na fase aguda, conforme observamos na tabela 1.

Os mondcitos sao fundamentais na resposta imunoldgica a sepse. A partir
deles, o agente causador da infecgdo € reconhecido e o processo inflamatorio é
desencadeado. Essas células sdo produzidas na medula éssea e sao capazes de
migrar rapidamente para os tecidos e diferenciar-se em macrofagos ou células
dendriticas (LEBLOND et al., 2015). Nos tecidos cardiacos apds estimulados os
macrofagos podem ser diferenciados em fendtipo M1 (associado a estimulagao
imunologica) e fendtipo M2 (ligado a angiogénese e reparo tecidual) (NAHRENDORF,
PITTET, SWIRSKI, 2010).

O trabalho de Leblond (2015), por exemplo, refere que a deplegdo de
macrofagos M2 esta associada a significativa redugéo da fungéo cardiaca em animais
pos infarto agudo do miocardio. Essa disfungdo caracteriza-se pela diminuicdo da
fracdo de ejegao, aumento da area de infarto, diminuigdo do depdsito de colageno e
aumento da presenca de células inflamatdrias no tecido isquémico.

Uma hipotese, ainda que especulativa, € de que a trombocitose encontrada
nos animais sobreviventes a sepse pode estar relacionada a monocitose, uma vez
que a ativagao da cascata de coagulagédo e o aumento do volume de plaquetas estéo
relacionados com a expresséao de fatores teciduais, a partir de leucocitos. As plaquetas
sdo elementos integrantes da resposta imune e estdo envolvidas, ndo s6 na
hemostase, mas também na depuragao de patégenos durante processo infeccioso e
de reparo tecidual (DEWITTE et al., 2017), para melhor compreendermos sua
ativacdo, nos sobreviventes a sepse, ha necessidade de uma investigagcéo
hematologica mais detalhada.

Durante o processo séptico, a ativagdo ou degradagéo plaquetaria excessiva,
esta associada a um prognostico desfavoravel e um elevado risco de mortalidade
(ZAMPIERI et al., 2014). Alteragbes no perfil hematologico, como leucocitose e
variagdes no quantitativo de plaquetas, durante o processo séptico, sdo bastante
descritas na literatura. Entretanto, nosso trabalho traz como achado importante para
a pesquisa nessa area, o reaparecimento de um perfil leucocitario semelhante ao

encontrado na fase aguda da doenga, somado a uma contagem plaquetaria superior
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ao dos animais controle. Sendo assim, observamos que mesmo trinta dias depois da
inducdo de sepse, as lesdes derivadas do insulto séptico parecem resultar um
processo inflamatério que, por si, desencadeia ativacdo plaquetaria e lesdes,
principalmente no sistema cardiovascular. Muitos estudos associam o aumento do
volume plaquetario, a ativacdo plaquetaria e a monocitose, a eventos adversos no
sistema cardiovascular (CHU, 2010; ZAMPIERI et al., 2014; TAJARERNMUANG et
al., 2016; IBA et al,, 2019), mesmo que o aumento do volume de plaquetas n&o
signifique, necessariamente, maior agregagao plaquetaria.

Durante a sepse, essas graves respostas inflamatorias e suas consequentes
disfungdes orgénicas, provocam edema e prejuizo parenquimatoso em tecidos como
o pulmao (ZENG et al., 2014; WANG et al., 2017; WANG et al., 2018). Os animais
recuperam-se 72 horas apos a inducédo e nao apresentam diferencas entre os pesos
do coracgao e pulmdes. Entretanto, nos sobreviventes a sepse 30 dias apos a cirurgia
de CLP, um edema foi encontrado nos pulmdes, uma vez que seus pesos molhados
foram significativamente maiores, quando comparados aos dos animais controle. O
edema pulmonar encontrado pode ter relacéo direta com a disfungéo cardiaca, ja que
€ uma das principais consequéncias clinicas da insuficiéncia cardiaca.

Estudos apontam alteragbdes importantes na estrutura histolégica e no peso
dos coragdes de animais durante atividade inflamatéria exacerbada. Alguns trabalhos,
como o de Vaez et al., (2016), que utilizou o modelo de endotoxemia, mostram que a
relacdo entre o peso seco/molhado do coragdo desses animais endotoxémicos
encontrou-se superior a dos animais controle, sugerindo um edema provocado pelo
insulto inflamatério induzido pelo modelo. Em nossa pesquisa, ao pesarmos o coragao
molhado e seco dos animais sobreviventes a sepse, observamos que a relagédo peso
molhado pelo peso do corpo desses animais n&o se difere do grupo controle (Figura
16). Entretanto, o peso seco desse tecido encontra-se significativamente inferior ao
do grupo controle, nos 30 dias apds a indugdo, sugerindo que parte do peso desses
coragdes advinha de acumulo de liquido — edema - e ndo da estrutura organica.

Os resultados apresentados até o momento nos levam a crer que o conjunto
de alteragbes hematoldgicas somado as alteragdes encontradas no tecido dos 6rgaos
pesados, representam o reaparecimento de um processo patolégico caracteristicos
da sepse. Além disso, iremos discutir nos paragrafos seguintes outras alteragdes que
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fortalecem a ideia de que os animais sobreviventes voltam a apresentar disfuncdes
decorrentes do processo séptico.

Uma avaliagdo abrangente da hemodinamica cardiaca se faz essencial para
definir o significado fisiopatoldgico da sepse e determinar possiveis alvos terapéuticos,
e isso pode ser obtido através de ferramentas de imagem (por exemplo
ecocardiograma) e dados de pressdo do ventriculo esquerdo. No entanto, uma
investigacdo mais detalhada pode ser obtida pela analise da relagdo press&o-volume
ventricular esquerda (CINGOLANI & KASS, 2011). No presente estudo, utilizamos um
cateter de pressdo-volume, inserido no ventriculo esquerdo do coragao de ratos,
previamente anestesiados, em uma abordagem com térax fechado. Essa técnica nos
permitiu a avaliagcéo in vivo da funcionalidade do coracéo.

Com esta metodologia foi possivel analisar diferentes parametros
hemodindmicos durante a sepse, e caracterizar a presenga ou nédo de disfungdes
cardiacas dos tipos sistolica e diastdlica. Segundo os estudos de Goddard et al.,
(1996) e Brown & Jones (2004) a insuficiéncia contratil do coracdo se da apos o
reconhecimento do patégeno, onde os cardiomidcitos passam a expressar altos niveis
de moléculas de adesao celular, secretam citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas,
que iniciam o processo inflamatério local, e expressam moléculas reguladoras de
calcio, que diminuem o calcio intracelular, reduzindo sua eficiéncia contratil e
interferindo no acoplamento excitagdo-contragao.

A disfuncédo miocardica, induzida pela sepse, € uma complicagdo comum em
humanos e em modelos experimentais e, além de estar relacionada com o
comprometimento da contratilidade do ventriculo esquerdo, €, também, definida como
uma disfungéo sistdlica e/ou diastolica miocardica (KARROWNI & CHATTERJEE,
2014). A funcéo sistolica cardiaca € determinada a partir dos volumes ejetados no
ventriculo esquerdo e em sua capacidade de ejecado (BUCK et al., 1997), enquanto a
diastolica se refere a capacidade da camara cardiaca, de receber volume de sangue
adequado durante a diastole, em situa¢des de pressao diastdlica normal e volumes
suficientes (KAROOWNI & CHATTERJEE, 2014).

Essas disfungdes cardiacas podem ocorrer em humanos (POELAERT et al.,
1997; EHRMAN et al., 2018) e roedores que evoluem para choque séptico (LV &
WANG 2016; KAKIHANA et al., 2016), principalmente durante a fase inicial da doenca,
onde alguns estudos mostram prejuizos na contragdo coordenada do coragao.
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(GODDARD et al., 1996; PEAK et al., 2014). A fase sistolica do ciclo cardiaco é
determinada pelos parametros de frequéncia cardiaca, trabalho sistélico e o débito
cardiaco, que juntos influenciarao na fracdo de sangue ejetado pelo ventriculo. Neste
presente estudo observamos que a capacidade de bombeamento de sangue desses
animais sépticos esta diminuida nas horas iniciais da sepse (6 e 24 h ap6s o CLP),
uma vez que a quantidade de sangue bombeada em determinada unidade de tempo,
o débito cardiaco, encontra-se diminuida até 45% nos animais sépticos, quando
comparado com o grupo controle (Figura 9).

Nas horas iniciais, os animais sépticos, também apresentam uma queda no
volume sistélico de 54% na 62 hora e 46% na 242 hora (comparado com 0 grupo
controle) o que, por si s6, poderia provocar uma redugao do débito cardiaco. A queda
dos volumes sistolicos torna a disfungéo cardiaca mais grave e somado ao prejuizo
na contratilidade cardiaca, exercem uma influéncia negativa no parametro de trabalho
sistélico, o qual também se encontra reduzido em 46% na 62 hora e 41% na 242 hora,
ao compararmos com seus respectivos grupos controles (Figura 9). Os prejuizos
encontrados na fungao sistolica resultaram em uma baixa fragdo de ejecéo, que na
242 hora chega a ser inferior a 25%. Juntos, esses dados fortalecem a ideia que ha
uma insuficiéncia sistélica capaz de impedir o bombeamento adequado de sangue
para a grande circulagao, causando baixo fluxo de oxigenacg&o aos tecidos.

Apesar do aumento da frequéncia cardiaca durante a fase hiperdinamica da
sepse (KAKIHANA et al., 2016) influenciar positivamente o débito cardiaco, e assim
compensar a perda de volume, nos tempos avaliados durante nossos experimentos
nao observamos esse tipo de compensacao (Figura 9). Estas alteragcdes enaltecem a
nossa reflexdo sobre o prejuizo no fluxo de sangue oxigenado que chega aos tecidos.
Se pensarmos sobre as incapacidades motoras e prejuizos na respiragao encontradas
nesses animais, na aplicagéo do score para sepse, podemos associa-las, em parte, a
essa baixa disponibilidade de oxigénio.

Convém lembrar que também fizemos a avaliagcdo dos parametros diastolicos
dos animais ao longo do tempo (Figura 11). Esses parametros avaliam a capacidade
de relaxamento do coracdo na presenca das disfuncdes provocadas pela sepse.
Embora, os animais CLP 6 h, apresentem um tempo de relaxamento isovolumétrico
inferior ao do grupo controle, eles possuem os parametros de volumes diastolicos

reduzidos (Figura 11-A e C). Mesmo que apresentem uma melhor capacidade para se
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relaxar, a baixa pressao sanguinea acaba por diminuir o volume de sangue que entra
no coragéo para ser ejetado (Figura 8). Para os periodos iniciais da sepse nosso
trabalho ficou limitado a descrever se ha ou ndo uma insuficiéncia do tipo diastdlica,
ja que ha a necessidade de ferramentas adicionais capazes de avaliar outros
parametros de volume como, por exemplo, a pressdo venosa central.

As alteragdes cardiacas reconhecidas até o presente momento sdo uma das
caracteristicas conhecidas como fator de risco para um mal prognéstico em pacientes
sépticos. A divulgacgao cientifica das alteragbes desses paradmetros se faz essencial
para o tratamento precoce da disfungédo cardiovascular observada na sepse, ja que
se baseia, principalmente, na manutencao do deébito cardiaco, através da utilizagao
de agentes inotropicos positivos (KUMAR et al., 2000). A revisdo de Dubin, Lattanzio
e Gatti (2017) afirma que o tratamento dessa insuficiéncia cardiocirculatoria, durante
a sepse, baseia-se na utilizagdo de agentes como a dobutamina, uma catecolamina
agonista dos receptores beta-1-adrenérgicos do coragéo, capaz de aumentar o calcio
intracelular, a forga de contragdo da musculatura cardiaca e, entao, o débito cardiaco.
Embora seja a primeira linha de escolha recomendada pela Surviving Sepsis
Campaign, ainda ha uma analise se seus efeitos positivos se sobressaem aos
negativos (RHODES et al., 2017).

A partir dos nossos conhecimentos sobre a indicagdo do uso da dobutamina
para a manutengdo do débito cardiaco adequado, utilizamos este agente beta
adrenérgico nos animais sépticos e avaliamos seus efeitos sobre os parametros
cardiacos. Nas horas iniciais do processo séptico (6 e 24h), quando comparados com
0 grupo controle, esse agente apresentou um efeito maior no aumento da fragdo de
ejecao e, assim, no volume de sangue ejetado (volume sistdlico) a cada batimento
(Tabela 3). Esses dados sugerem que durante a utilizagdo deste agente, nas horas
iniciais do processo séptico, ha uma melhora do volume ejetado. A utilizagdo da
dobutamina, também, poderia melhorar o desempenho cardiaco através do aumento
do cronotropismo, entretanto, ndo observamos respostas diferentes na frequéncia
cardiaca desses animais, na 62 e 242 hora, comparado com seu respectivo grupo
controle (tabela 3).

Além da utilizagdo dos agentes agonistas beta adrenérgicos para otimizar a
funcado cardiaca, os agonistas alfa adrenérgicos sao utilizados para alcangar melhora
hemodinamica (YIN et al.,2017), sendo assim, fizemos a utilizagdo do agente



92

vasopressor fenilefrina para avaliar a resposta cardiaca diante das alteracbes
pressoricas. Nas 6 primeiras horas apoés a cirurgia de CLP, os efeitos pressoéricos da
fenilefrina fazem com que o coragdo tenha um maior trabalho sistdlico e débito
cardiaco, comparado com seus efeitos sobre o grupo controle. Possivelmente,
provocado pelo aumento da pré-carga cardiaca, ja que com a utilizagdo deste agente,
0s animais sépticos apresentam maior efeito sobre o volume sistolico e menor efeito
na presséao diastolica final (Tabela 4). Ao agir sobre os receptores alfa adrenérgicos
nos vasos, a fenilefrina é capaz de provocar a contratilidade do musculo liso vascular
e assim, aumentar a pressdo sanguinea, permitindo que o sangue atinja as camaras
cardiacas com maior rapidez. Esse conjunto de alteragbes pode estar atuando como
um mecanismo volume compensatério para a manutengao do débito cardiaco, mesmo
sem um aumento da frequéncia cardiaca.

Até este ponto, podemos destacar que os animais na fase aguda do processo
séptico (6 e 24 horas apdés a CLP) apresentaram insuficiéncia cardiaca de
caracteristicas sistolicas e talvez diastdlicas. Observamos também que, nas fases
iniciais, a resposta inotropica positiva da dobutamina, assim como os efeitos
pressoricos da fenilefrina, parecem otimizar o prejuizo no débito cardiaco durante o
processo seéptico. Seguindo a linha temporal de indugdo a sepse, é notodria a
recuperacéo do grupo CLP na 722 hora. Esse tempo pds sepse é caracterizado, ndo
apenas pela recuperagado dos animais observar a partir do score para sepse (Figura
8), mas também a recuperacdo cardiaca (Figuras 9, 10 e 11). A maioria dos
parametros cardiacos basais dos animais CLP 72 h, quando comparados com o grupo
controle, ndo apresentaram diferengas significativas, conseguiram manter volumes
sistdlicos necessarios para a manutencao do deébito cardiaco.

Ao analisarmos os efeitos das drogas vasoativas nos animais sépticos na 722
h, assim como encontramos a maioria dos valores basais indiferentes, quando
comparados com o grupo controle, a resposta do coragédo a dobutamina também né&o
se diferiu. No entanto, durante a utilizagdo do agente vasopressor fenilefrina
observamos auséncia de resposta para o parametro de volume sistdlico. Vale
destacar que esses animais apresentaram uma redugao da resposta pressorica a
fenilefrina (Figura 08), o que provoca um prejuizo nos volumes cardiacos (sistolicos e
diastdlico), justificando, entdo, essa redugéo.
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Apos o processo de disfuncdo sistdlica, na fase inicial, a aparente
recuperacao cardiaca encontrada no tempo de 72 h apdés a CLP, manteve-se nos
animais sobreviventes no tempo de 15 dias apds a indugao a sepse. Nesse periodo,
nao encontramos nenhuma alteracdo nos valores basais dos parametros cardiacos
avaliados (comparados com o grupo controle), o que fortalece nossa ideia de que
esses animais passaram pelo processo seéptico, sobreviveram ao mesmo e
recuperaram sua func¢ao cardiaca. No entanto, no tempo de 30 dias apds a CLP, os
sobreviventes da sepse voltam a apresentar um perfil de disfuncdo cardiaca
semelhante aos encontrados nos animais sépticos na 62 e 242 hora. O prejuizo
sistdlico foi caracterizado pela reducédo dos parametros de trabalho sistdlico, volume
sistdlico, fracdo de ejecao e débito cardiaco, quando comparados com o grupo
controle (Figuras 9 e 10).

Sabe-se que a baixa funcao sistélica do ventriculo esquerdo esta relacionada
a um pior prognostico em inumeras doengas cardiacas, independente de outras
morbidades, ja que reduz a capacidade de retorno a circulagdo com volumes
adequados. Por si sO, na insuficiéncia cardiaca do tipo sistolica com fragao de ejegéo
diminuida, a taxa de sobrevida em 5 anos, para todos os pacientes, € menor que 50%
(PEANA & DOMEIER, 2017).

O cenario de insuficiéncia cardiaca, com fragdo de ejecdo diminuida, que
encontramos na fase inicial do choque séptico e que ressurge apos 30 dias, reduz
ainda mais a possibilidade desses animais seguirem sobrevivendo e nos alertam para
a necessidade de ferramentas que antecipem seu diagndéstico, além de um olhar
atento dos pesquisadores, na tentativa de reverter este quadro, e, com isso, amenizar
suas consequéncias em 6rgaos alvos como rins e cérebro, reduzindo a mortalidade
dos pacientes sobreviventes a sepse.

A partir deste ponto, vamos analisar os significados das altera¢cdes dos
parametros avaliados, para os sobreviventes a sepse. Sabe-se que o trabalho sistdlico
€ a base para o calculo do funcionamento mecanico do coragédo e o consumo de
oxigénio pelo miocardio. Ele é dado através da avaliagdo dos volumes e pressdes
sistdlicas e diastolicas do ventriculo, durante o ciclo cardiaco (BOLT et al., 2009;
SONG et al., 2009; SCHILLER, VIKHOLM e HELLGREN, 2015). A diminuigdo deste
indice, conforme encontrado nos animais do grupo CLP 30 dias, indica
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comprometimento da fungdo sistolica e consequentemente um menor volume de
ejecao.

Podemos associar o prejuizo no trabalho sistolico com a diminuigdo do volume
sistdlico, encontrada nos sobreviventes a sepse. Nesses animais o baixo volume de
sangue ejetado compromete o débito cardiaco e a fragdo de ejecdo, conforme os
resultados encontrados nas Figuras 9 e 10, reduzindo a pds-carga. Através do
controle adaptativo ao mecanismo de Frank-Starling, o baixo débito cardiaco deveria
ser compensado pelo aumento da frequéncia de contragdes (KOPEL et al., 2001;
SHIELS & WHITE 2008; SELA & LANDSBERG, 2009; OH & CHO, 2020). Porém, em
nossos estudos, a frequéncia cardiaca seguiu inalterada, caracterizando uma
bradicardia relativa, ou seja, funcionamento da bomba cardiaca inadequado para a
situacao apresentada.

Na Figura 13 observamos os registros tipicos da curva P-V de animais
sobreviventes a sepse comparado com os de animais controle, capturados a partir de
experimentos realizados nesse trabalho. Quando comparado com o grupo controle,
observamos uma redug¢ao da curva volume ventricular nos sobreviventes a sepse,
justificando o prejuizo no trabalho sistélico e fracdo de ejegao, e fortalecendo nossa
ideia de que ha uma insuficiéncia cardiaca do tipo sistélica. Em animais sobreviventes
a sepse, nosso estudo, é o primeiro a descrever esse perfil de disfuncio.

Sabemos que grandes artérias tem uma importancia na absor¢ao do impacto
das oscilagdes de pressdes impostas pelo coragdo. Suas propriedades elasticas
determinam o componente pulsatil durante a pds-carga, influenciando diretamente o
trabalho exercido pelo ventriculo esquerdo. Sendo assim, também avaliamos a
elastancia arterial dos animais sobreviventes a sepse, calculada a partir da razao da
variacdo da pressao sistdlica final pelo volume sistélico, a qual mostrou-se alterada
nos animais sobreviventes a sepse apos 30 dias, onde encontrou-se aumentada
(Figura 14), quando comparados a seus respectivos controles.

A elevacéao da elastancia arterial nos sobreviventes € derivada de um aumento
na pressao intraventricular e colabora para a redu¢édo do volume maximo presente na
camara cardiaca conforme observamos nos resultados expostos na Figura 12, mas
nao € acompanhada de variagdes na frequéncia cardiaca. Apesar da auséncia de
diferencas significativas na press&o arterial média desses animais (Apéndice B) o

aumento da elastancia arterial e da presséo sistolica final sugerem que o coragao de



95

animais sobreviventes a sepse (grupo 30 dias) desenvolve, continuamente, maior
forgca na fase de ejecao, para cada ciclo cardiaco, o que a longo prazo gera efeitos
deletérios para o musculo cardiaco.

Além do processo disfuncional encontrado durante a fase sistdlica, também
observamos disfuncio cardiaca do tipo diastdlica, determinada a partir dos resultados
que apresentaram uma perda na complacéncia do ventriculo esquerdo, avaliados
pelos parametros de pressédo diastolica final e sua capacidade de relaxamento (TAU),
apresentados na Figura 11. Os parametros avaliados a partir do TAU, refletem o
tempo de relaxamento ventricular esquerdo durante a diastole e, quanto mais alto
esse valor, maior o tempo necessario para relaxar e ocorrer o preenchimento da
camara cardiaca por sangue (LANSPA et al.,, 2019; HOFFMAN et al., 2019). O
aumento do TAU, associado ao aumento da pressio diastdlica final nos animais
sobreviventes a sepse sugere que, além da perda da fungdo contratil, os animais
sépticos possuem uma deficiéncia de relaxamento, o que, somada a disfungao
sistdlica, intensifica a incapacidade de manter uma baixa pressédo diastolica de
enchimento e o débito cardiaco adequado.

A disfuncéo diastdlica ventricular esquerda € comum em paciente com sepse
e, geralmente, esta associada a administragao de fluidos na ressuscitagéo e, também,
com as pressodes elevadas durante o enchimento ventricular esquerdo (KAKIHANA et
al.,2016; EHRMAN et al., 2018). A Sociedade Americana de Ecocardiografia (ASA)
define a disfungao do tipo diastdlica a partir de parametros que envolvem alteracdes
na velocidade diastolica (LANSPA et al., 2016; LANSPA et al., 2019). A alta pressao
diastélica e TAU refletem uma incapacidade de relaxamento ventricular esquerdo
(Figura 11) e vdo ao encontro dos conceitos abordados pela ASA, acerca das
alteracdes de velocidade de relaxamento apresentadas durante a sepse. Este trabalho
apresenta pela primeira vez que, mesmo sobrevivendo a sepse, 0S animais
apresentam uma insuficiéncia cardiaca do tipo diastdlica.

Apesar de ndo observamos disfungdes cardiacas que indiquem prejuizo
diastélico na fase de recuperacao, 72 h apos a CLP, encontramos uma compensagao
bem-sucedida do débito cardiaco e um maior trabalho sistolico (Figura 09) quando
comparado com o grupo CLP nas horas iniciais (6 e 24 horas). Em longo prazo, as
atividades compensatérias podem acabar provocando alteragdes estruturais na
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camara ventricular esquerda, gerando os disturbios diastodlicos visto nos sobreviventes
(30 d apos a CLP).

Além dos experimentos que indicaram a disfungao diastdlica in vivo, também
realizamos experimentos in vitro, com o coracdo de animais sobreviventes a sepse.
Nesse modelo, livre de influéncias do sistema nervoso autbnomo, conseguimos
observar que os coragdes dos sobreviventes, quando comparados aos controles,
geraram uma menor for¢a de tensdo a cada batimento e, com isso, um aumento no
tempo para completar um ciclo cardiaco, originado pelo aumento do tempo para a fase
de relaxamento (Figura 13). Esse prejuizo vai ao encontro dos dados in vivo, sobre a
existéncia de uma disfungao, também diastdlica.

Os danos cardiacos, nos animais sobreviventes a sepse, s&o uma
consequéncia da doencga, neste trabalho, caracterizada através do modelo in vivo e in
vitro a partir do prejuizo na contratilidade cardiaca, redugédo da fragdo de ejecéo e
prejuizo no relaxamento. Os mecanismos subjacentes a insuficiéncia cardiaca,
decorrentes da sepse, ainda sdo pouco conhecidos e merecem destaque ja que as
disfungbes cardiacas do tipo sistolica e diastdlica, presentes nos sobreviventes a
sepse, sdo capazes de aumentar a mortalidade.

Nosso objetivo inicial foi desenvolver um trabalho capaz de descrever as
alteragdes cardiacas causadas pela sepse e entado, investigar as vias que pudessem
justificar os prejuizos encontrados. Esperamos seguir essa linha de pesquisa dentro
do nosso laboratério para investigar as causas das insuficiéncias cardiacas
encontradas nos sobreviventes. Entre as vias a serem avaliadas, destacamos as vias
de sinalizagao de calcio e a participagédo das espécies reativas de oxigénio. Segundo
Liu et al., (2017), os canais de calcio tipo L estdo diminuidos durante a sepse,
justificando sua resposta reduzida ao receptor de rianodina ao calcio e a via
RhoA/ROCK, a qual parece estar envolvida no processo fisiopatologico da hipertrofia
cardiaca e remodelamento ventricular (PETERS & MICHEL, 2007; PREAU et al.,
2016).

Inameros trabalhos mostram que o desequilibrio entre as espécies reativas de
oxigénio durante a sepse provoca lesdes cardiacas e, com isso, prejuizos na sua
fungdo (BELLINGER, 2005; ZANOTTI-CAVAZONNI & HOLLENBERG, 2009; VICTOR
et al., 2009; LIU, YU, SHOU, CHAI, 2017), entretanto, ndo avaliam as consequéncia

para os que sobrevivem a sepse. Realizamos uma analise inicial do equilibrio entre
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os agentes antioxidantes e oxidantes no periodo de 72 horas e 30 dias apés o CLP,
fazendo com que este trabalho seja o primeiro a rastrear a participagao desse sistema
nas disfun¢des cardiacas observadas nos animais sobreviventes a sepse.

O sistema que envolve agentes oxidativos e anti-oxidativos é caracterizado
por reagdes que envolvem transferéncias de elétrons de uma molécula para outra.
Quando os niveis de espécies reativas de oxigénio excedem a capacidade
antioxidante das células, a homeostasia do sistema ¢é alterada e surge o aparecimento
de agentes oxidativos (p.ex. superdxido e peroxido de hidrogénio). Quando isso
ocorre, a fim de evitar potenciais danos celulares, os agentes antioxidantes s&o
liberados pelas células (LI et al., 2010).

No coragdo dos animais recuperados e sobreviventes observamos a
diminuicdo de SOD e glutationa-S-transferase (GST) em ambos os grupos, o que
sugere uma diminuigao das suas participagdes no controle oxidativo, proporcionando
um ambiente capaz de provocar danos celulares. A diminuicdo de SOD e GST em
animais sobreviventes, pode ter como reflexo o aumento dos agentes oxidativos,
decorrentes do processo inflamatério, como por exemplo o radical hidroxila, um dos
agentes oxidantes mais reativos, capaz de provocar danos estruturais nas proteinas,
lipidios, carboidratos e DNA (BRIEGER et al., 2012).

Além dos agentes antioxidantes reduzidos, esses animais que sobreviveram
ao processo séptico apresentaram outras alteragdes. Houve um aumento da presenca
de mieloperoxidase (MPO), enzima que, ao reagir com superoxido, € capaz de
aumentar a produgao de acido hipocloroso, que apesar de ter uma importante
participagéo na eliminagao de patdégenos, também tem capacidade de se fixar no DNA
e assim provocar danos celulares (BALLINGER, 2005; BRIEGER et al., 2012).

A enzima mieloperoxidase é encontrada predominantemente nos leucdécitos
e, como demonstrado anteriormente, os animais sobreviventes a sepse, além da
insuficiéncia cardiaca, apresentaram o surgimento de uma leucocitose, o que
justificaria, em partes, o aumento da MPO. Segundo o trabalho de Roman, Wendland
e Polanczyk (2007), durante as doengas coronarianas, ha uma migragao leucocitaria
para a zona de lesdo e, assim, um aumento local das atividades de MPO, o que parece
corroborar com a disfungdo cardiaca. Para projetos futuros, temos o objetivo de
investigar a participagao leucocitaria e antioxidativa no aparecimento das lesbes

cardiacas em animais sobreviventes a sepse.
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Também encontramos um aumento de N-Acetil-glucosamina (NAG) no tecido
cardiaco. Dentro das vias metabdlicas encontradas durante a ativacdo imunitaria, o
NAG parece ser responsavel pela inibicdo da enzima glicolitica hexoquinase,
responsavel pela formagado do ATP, levando ao prejuizo na produgédo energética de
macrofagos, provocando a liberagao de espécies reativas de oxigénio, (O 'SULLIVAN,
KELLY, PEARCE, 2016), e assim um desequilibrio através do aumento de agentes
oxidativos.

O GSH é um agente antioxidante considerado um importante composto
sulfidrila intracelular envolvido principalmente em reagdes de detoxificagado. Contudo,
sob estresse oxidativo, & convertido para glutationa oxidada o que leva ao desvio da
glicose para o ciclo da pentose para fornecer NADPH (JUNIOR, CHIARELLO,
BERNARDES, VANNUCCHI, 1998). Os niveis aumentados para GSH e diminuidos
para GST, nos animais sobreviventes a sepse, indicam um prejuizo associado a
manutengdo da homeostasia entre as espécies reativas de oxigénio. Dados
semelhantes foram encontrados no trabalho de SOUZA et al.,(2018), em vasos, onde
o desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio, incluindo o aumento de GSH e
diminuicdo de SOD, parecem amplificar o processo inflamatério nos vasos de animais
sobreviventes a sepse, contribuindo para o comprometimento do sistema vascular
(SOUZA et al., 2016). Apesar de ndo explorarmos as atividades enzimatica associada
as EROs, observamos que o desequilibrio entre GSH, SOD e GST, encontrados nos
animais sobreviventes, podem contribuir para o reaparecimento de um processo de
leséo tecidual cardiaca, e assim, o surgimento da insuficiéncia cardiaca.

Por fim, temos as lipooxigenases, que, assim como as mitocéndrias,
participam do processo bioquimico de peroxidagdo dos acidos graxos insaturados,
formando hidroperdxido lipidico (LOOH), podendo ser utilizada como um indicador de
producdo de EROs (BALLINGER, 2005). Ao pesquisarmos esse indicador,
observamos que ambos 0s grupos expostos a sepse, possuem valores basais
semelhantes aos dos grupos falso operados, sugerindo que esse agente nao teria
grande participagdo na insuficiéncia cardiaca. No decorrer do processo séptico,
apesar da aparente recuperacgdo (72 h apoés a CLP), o desequilibrio entre agentes
oxidativos e antioxidativos parece contribuir para a insuficiéncia cardiaca decorrente
do processo séptico encontrado nos animais sobreviventes a sepse, 30 dias apés a
inducéao pela CLP.
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E certo que as alteracdes derivadas da sepse se perpetuaram no decorrer do
processo de recuperacao. Essas modificagbes foram capazes nao s6 de provocar
lesbes cardiacas, mas também, alteracbes na resposta do coragdo a agentes
inotropicos e na presenga de agentes vasopressores. Os animais sobreviventes a
sepse, 30 dias apdés a CLP, também apresentaram um perfil hiporresponsivo a
agentes inotropicos e vasopressores, confirmando a nossa ideia de que a fungéo
cardiaca retorna ao seu estado deprimido.

Os receptores alfa adrenérgicos sao expressos no miocardio incluindo alfa-1A
e alfa-1B e, quando em condigdes fisiologicas, estdo em menor quantidade no coragéo
do que os receptores beta-adrenérgicos. Sao responsaveis por modularem inumeras
fungbes cardiacas, incluindo excitabilidade, contratilidade e metabolismo (JENSEN,
O’CONNELL e SIMPSON, 2014). Durante a fase hiperdinamica da sepse observa-se
uma externalizag&o dos receptores alfa adrenérgicos, o que justificaria 0 aumento da
frequéncia cardiaca, entretanto, na fase hipodindmica observa-se uma maior
internalizagcdo. Nossos dados apresentaram uma resposta diminuida do coracao a
este agente nos animais CLP 30 dias ap0és a cirurgia, sugerindo que as caracteristicas
depressoras da fase tardia da sepse persistem ou reaparecem nos sobreviventes.

A dobutamina, utilizada para a melhora da funcdo cardiaca e, assim, a
recuperacao hemodinamica, se demonstrou menos efetiva nos animais sobreviventes
a sepse, uma vez que, 30 dias apds a CLP os animais apresentaram uma menor
resposta, comparados com o grupo controle. Este agente inotrépico positivo pareceu
nao ser capaz de aumentar os parametros de fracdo de ejegao e trabalho sistdélico, o
tanto quanto o fez nos animais controle e nos animais sépticos na fase inicial da
doenga. Na Figura 13 D podemos observar que, no registro tipico, a curva PV
ventricular em resposta a dobutamina (linhas cinzas), os eixos das ordenadas
referentes a pressao intracavitaria e o eixo das abscissas referentes aos volumes
intraventriculares, encontram-se pouco diferentes da sua linha basal (linhas pretas)
engquanto, nos animais controles observamos um aumento em ambos 0s eixos.

A indiferenga visual entre as curvas/eixos nos animais sobreviventes,
demonstram a baixa capacidade de aumentar o débito cardiaco, fracdo de ejecéo e
volume sistélico a partir do uso da dobutamina. Isso porque era esperado que a curva
de pressao intraventricular aumentasse com a utilizagdo deste agente, uma vez que,

ao provocar o aumento da disponibilidade de calcio intracelular aumenta a forgca de
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contragao, resultando no aumento da pressao exercida no interior do ventriculo. Essa
hiporreatividade a dobutamina resulta na incapacidade em aumentar a fragado de
sangue ejegao a cada minuto, e também o débito cardiaco.

No modelo in vitro, observamos um perfil semelhante em resposta a
dobutamina. Os coracgdes dos sobreviventes apresentaram uma resposta menor para
a dose de 10 nmol no parametro que avalia a forgca desenvolvida pelo coragao
perfundido, durante a utilizacdo da droga (Figura 13-B). Através da figura que
representa a tensao gerada pelo coragéo e as respostas a dobutamina, encontramos
além da tensdo basal menor, o pico da curva resposta reduzido, quando comparado
com o grupo controle. A reposta apresentada, através do estudo do coragao por este
modelo sugere que a hiporresponsividade é independente da agado autbnoma e livre
das condigbes de pré e pos-carga, ou seja, esta relacionada a capacidade mecanica
do coracao.

A hiporresponsividade cardiaca se torna um problema para os pacientes que
desenvolveram a sepse, ja que os tratamentos para a insuficiéncia cardiaca estédo
ligados aos agentes inotropicos, que ajudam a manter a estabilidade hemodinamica e
mantém o estado do fluido e das pressdes pulmonares otimizadas (TARIQ &
ARONOW, 2015), no entanto, nossos resultados mostraram que, em animais
sobreviventes a sepse, a dobutamina parece exercer menor efeito sobre o volume
sistélico e a capacidade ejetora do coragdo. Uma das possiveis causas para a redugéo
nos efeitos cronotrépicos e inotropicos positivos da dobutamina, encontrados nos
animais sobreviventes a sepse, pode estar ligada a perda dos receptores beta-
adrenérgicos nos tecidos cardiacos durante a sepse. O trabalho de DAL SECO et al.,
(2017) analisou a saturagao da ligagdo especifica deste receptor durante a sepse,
observando uma diminui¢cdo significativa no grupo CLP durante o quadro séptico,
quando comparados com o falso operado, justificando a hiporresponsividade cardiaca
as drogas cardiotonicas.

Nossa pesquisa apresenta pela primeira vez, a descricdo das sequelas da
sepse para o sistema cardiaco. O estudo de Hoffman et al., (2019) refere que a
incapacidade do coragao em manter sua fungédo de relaxamento, fracdo de ejegéo e
débito cardiaco, parece estar relacionada a um remodelamento anatémico ocasionado

durante a sepse. Entretanto, ndo encontramos estudos que descrevem esse
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remodelamento no pds sepse, sendo esta teoria uma outra via a ser estudada em um
futuro trabalho.

E importante ressaltar que os danos secundarios ao miocardio, devido ao
quadro de sepse, caracterizam uma das principais causas de oObito e, também, uma
maior incidéncia de morbidades cardiovasculares. Em nosso estudo, os animais
sobreviventes a sepse claramente desenvolveram uma insuficiéncia cardiaca
relacionada ao processo séptico ao qual foram expostos, caracterizada por um
prejuizo na capacidade do ventriculo de ejetar e encher-se de sangue.

Em pacientes humanos, essas alteragdes levam a morbidades e mortalidades
significativas, comprometendo sua qualidade de vida (ZHANG et al., 2013). O estudo
de Quartin et al (1997) avaliou pacientes sobreviventes a sepse durante e até oito
anos apds a internacado hospitalar ou obito. Desses, 45% apresentaram quadro
compativel com sepse grave e 15% a choque séptico. De todos os pacientes
avaliados, o estudo mostra que apenas 30% sobreviveram ao final de dois anos. Além
disso, segundo Vallabhajosyula et al., (2018), aqueles que desenvolveram disfungéo
do ventriculo esquerdo durante a sepse, apresentaram uma incidéncia maior nas
internagdes hospitalares, por insuficiéncia cardiaca descompensada aguda, além de
elevada taxa de mortalidade ao longo dos dois anos seguintes.

Eventos como infarto agudo do miocardio, ataque transitorio e
revascularizagdo da artéria coronariana sdao comuns nos sobreviventes a sepse
tornando as doencas cardiovasculares uma causa importante para o aumento da
mortalidade desses pacientes a longo prazo. Segundo o trabalho de Yende et al,,
(2014) os sobreviventes a sepse tem um risco 13 vezes maior em desenvolver
problemas cardiovasculares, se comparados com individuos que nunca tiveram
sepse.

Outro estudo descreve que em 5 anos, 61% dos pacientes humanos que
sobreviveram a sepse evoluiram para 6bito; nos demais sobreviventes, foi encontrada
uma qualidade de vida ruim, causando um aumento no numero de internagdes
hospitalares ao longo dos anos (CUTHBERTSON et al, 2013). As disfungbes
herdadas da sepse trazem uma taxa de mortalidade apds a alta da UTI de até 63%
nos primeiros seis meses e até 38% no primeiro ano (GONCALVES et al., 2019). A
caracterizacao dos eventos cardiacos causados pela sepse, discutidos a partir deste
trabalho, podera colaborar para pesquisas posteriores, com foco na prevencao e
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melhora da funcéo cardiaca, e, assim, proporcionar uma melhor qualidade de vida aos
sobreviventes, e, com isso, uma diminuicdo das taxas de internagdes hospitalares e

uma consequente redugao de gastos publicos.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados discutidos nesta pesquisa, concluimos que durante o
processo séptico, ha uma disfuncéo cardiaca observada na fase inicial e representada
pela sua incapacidade contratil, com aparente recuperagao 72 horas e 15 dias apos a
inducao pelo modelo de CLP. Essas disfungdes cardiacas estdo acompanhadas de
alteracbes indicativas de sepse, como alteragdo de temperatura retal, alteracdes
motoras, respiratérias e pressoricas. Além dessas alteragdes, esses animais
apresentaram sinais de choque séptico, representado pela sua hiporresponsividade
para drogas vasoativas.

Apresentamos resultados inéditos acerca dos efeitos da sepse a longo prazo,
ou seja, nos sobreviventes 30 dias apds a indugéo, onde observamos que os dados
que representaram disfuncdes cardiacas reaparecem. Os dados adquiridos através
do modelo in vitro suportam os obtidos in vivo, mas também acrescentam a ideia de
que os efeitos da sepse causam prejuizo na capacidade mecénica do coragéo, claro,
influenciada pelas alteragdes vasculares, organicas e de volume.

Por fim, novos estudos precisam ser realizados a fim de desvendar as
possiveis causas dessas alteracbes e, assim, propor diferentes abordagens
terapéuticas que possam amenizar as sequelas causadas pela sepse no sistema
cardiaco dos que sobrevivem a ela. A Figura 17 ilustra nossos achados inéditos acerca
dos sobreviventes a sepse e apresenta algumas linhas de pesquisas propostas para
a continuidade deste trabalho.
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Figura 17: Alterag6es cardiacas encontradas nos sobreviventes a sepse. No trigésimo dia apés a
inducédo a sepse pelo modelo de CLP, os animais foram considerados sobreviventes as alteragbes
organicas, vasculares e cardiacas. Entretanto, através da avaliagdo cardiaca in vivo e in vitro,
observamos que as disfungdes cardiacas encontradas nas fases iniciais reaparecem, caracterizadas
como uma insuficiéncia cardiaca do tipo sistdlica e diastolica. A diminuigdo da capacidade ejetora e de
relaxamento reduz o débito cardiaco, provocando um prejuizo na perfusdo sistémica. Como objetivos
futuros dos resultados desta tese fica a investigagdo sobre as causas e mecanismos que originam
essas insuficiéncias, dentre eles: Dessensibilizacdo das vias de calcio, reativacdo das vias
inflamatérias, participagdo das espécies reativas de oxigénio e o remodelamento cardiaco. Fonte:
proprio autor e acervo digital Smart Servier Medical Art.
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APENDICE A

TABELA 5. Funcido da bomba cardiaca de animais sobreviventes a sepse antes e apds a utilizagao

de drogas vasoativas

Fenilefrina Dobutamina

(30 nmol/kg, e,v.) (30 nmol/kg, e.v.)

Controle CLP 30 dias Controle CLP 30 dias
(n=7) (n =6) (n=7) (n =6)
Vmax (L)
2520 + 132,6 +18,6* 2294+30,6 131,3+15,8
Valores Basais
15,3
3019+ 181,5+ 31,0 2581+275 150,4+14,4
Valores Maximos
19,5
Delta 499+ 141 48,3+ 16,9 28,8 +12,7 19,1+6,4
Vmin (L)
1172 + 75,5 + 27,3* 123,3+ 15,1 729+248
Valores Basais
11,2
2157 + 96,7 + 30,9 153,1+154 83,1 +27,2
Valores Maximos
16,9
Delta 98,5+ 10,6 21,1 +7,0* 29,8 +10,9 10,2+5,5
Ves (L)
127,4 + 103,6 + 21,9 1299+16,4 97,9+ 20,1*
Valores Basais
12,3
224 .3 + 131,9+ 19,9 158,1 + 16,3 108,2 + 16,6
Valores Maximos
19,2
Delta 96,7 + 11,1 29,2 + 8,8* 28,1+10,9 10,3+ 8,6




Pmin (mmHg)

Valores Basais 0,7+2,0 21,3+13,6 48+1,9 21,1 +£12,7

Valores Maximo 58+19 359+21,0 41+2,1 28,1 +18,7

Delta 51+1,5 145175 -0,7+£0,6 7,1+6,0

Pmean (mmHg)

Valores Basais 371+39 169,4+54,9* 159,3+50,2 42,3+ 3,6

Valores Maximos 73,7+£9,1 207,4 £ 56,5 57,1+4,2 208,1 + 64,1

Delta 36,5+7,3 37,9+9,9 14,7 +£0,8 48,8 + 14,8*

Pdev (mmHg)

Valores Basais 102,1 + 3,8 71,8+3,8 106,4 + 2,1 68,8 + 19,5

Valores Maximos 155,8 + 98,3 + 33,3 154,1+ 11,1 86,2+27,4
15,4

Delta 53,7+ 14,8 26,5+15,2 47,6 £9,3 17,3 £ 8,8%

Pes (mmHg)

Valores Basais 86,5 +4,9 56,7 + 23,5 99,5+54 56,1 + 23,2*

Valores Maximos 158,6 + 87,2 £ 38,8 154,1+£13,4 7521316
14,9

Delta 72,0+ 14,6 30,5+ 18,1 54,6 £ 9,4 19,1 £ 9,6%

Ea (mmHg/L)

Valores Basais 0,7+0,1 37+04"* 1,5+0,5 3,7+0,5

Valores Maximos 1,9+0,1 84+23 1,9+0,4 4,4+0,6

Delta 1,2+0,2 47+25 0,4+0,2 0,7+0,3

119



120

dP/dtmin (mmHg/s)

-2556,4 + 1237,1 £ -5309,6 + 1390,0 +
Valores Basais
408,4 2914,8* 451,4 2753
-8129,1 + 3448 + -8349,2 + -1949,0 +
Valores Maximos
940,1 3029,1 571,4 2833,6
-2873 + -3339 +
Delta -892,3+ 1600 -2813 +524,2
1190 1507
dV/dt min (mmHg)
-3701,1+ 42,6 +693,4 -2910,6 + 143,9 +
Valores Basais
417.8 310,9 594,7*
-2509,5+ -78,4 +880,1 -3759,0 + 31,3+ 681,6
Valores Maximos
1571 505,3
-848,4 + -112,6 +
Delta 1378 + 467 -121 +208,9*
4223 117,6
P@dV/dVmax
(mmHg)
Valores Basais 68,9 + 20,2 13,6 + 3,9* 76,5+ 19,8 95+7,7*
Valores Maximos 130,2+9,9 8,1+ 4,3 55,4 + 30,4 23,277
Delta 61,2 +23,0 -5,4+6,1* -21,1+31,5 13,6 +8,7
P@dV/dVmin
(mmHg)
Valores Basais 62,7 +£4,6 38,1 +12,5* 72,7+54 35,3 +14,1*
Valores Maximos 97,8 £ 8,7 37,2+25,8 103,5+5,6 57,1 +16,2
Delta 35,2+9,7 -0,7 £+ 15,7 30,8+1,7 21,7157




V@dP/dtmax
(mmHg)
236,2 + 75,5 + 36,3* 230,1+282 73,8+351*
Valores Basais
13,4
2915 + 101,4 £+ 52,7 230,7 + 3,8 75,8 + 36,6
Valores Maximos
19,8
Delta 552+125 25,8+19,2 0,5+16,4 1,9+272
V@dP/dtmin (mmHg)
124,2 + 67,7 + 28,3* 104,4 + 20,0 67,2+ 27,2*
Valores Basais
13,2
226,1 * 81,3+ 33,6 1449+159 65,2+26,9
Valores Maximos
19,1
101,8 +
Delta 191 13,56 +5,7* 4,5+ 20,1 -2,0 + 3,1

Vmax — volume maximo, Vmin — volume minimo, Ves — volume no final da sistole, Pmin — pressao
minima, Pmean — pressdo média, Pdev — pressao no final da diastole ventricular, Pes — pressao
sistolica final, Ea — elastancia arterial, dP/dTmin — derivada da pressao pelo tempo minimo,
dV/dtmin - derivagdo do volume pelo tempo minimo, P@dV/dtmax - presséo na derivagéo do
volume pelo tempo maximo, P@dV/dtmin - pressédo na derivagéo do volume pelo tempo minimo,
V@dP/dtmax - volume na derivagao da pressao pelo tempo maximo e V@dP/dtmin - volume na
derivacdo da pressdo pelo tempo minimo. Os resultados representam a média + EPM. A
analise utilizada foi a ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls. *

indicam P < 0,05.
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Figura 18: Efeitos da fenilefrina na pressao arterial média de animais sobreviventes a
sepse. A figura apresenta o grupo controle e CLP 30 dias, as barras brancas representam a
pressdo média arterial média basal e as barras listradas a pressao arterial média apds a
utilizagéo de fenilefrina na dose de 30 nmol/Kg. Os dados nos mostram que ha diferenga entre
os valores basais e apos a fenilefrina e que nao ha diferenga da resposta entre os grupos. Os
dados foram representados a partir da média + EPM de seis animais por grupo. A analise
estatistica foi feita de duas maneiras, comparando o parametro basal com seu respectivo
controle, utilizando o teste t de Student e comparando a resposta entre os diferentes grupos,
utilizando a ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls. * Indica p < 0,05

em relagdo ao grupo controle.
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