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RESUMO

Durante a sepse o sistema cardiovascular encontra-se deprimido, podendo ocorrer hipotensao
sist€émica refrataria a infusdo de fluidos e agentes vasoativos. A atividade tonica do sistema
nervoso simpatico ¢ crucial para o controle neural da pressdo arterial, ocorrendo através da
liberacao de noradrenalina, processo modulado por receptores a2-adrenérgicos pré-sindpticos.
A sepse esta associada a exacerbacdo da atividade do sistema nervoso simpatico e alto nivel
plasmatico de catecolaminas endogenas. Este estudo teve como hipotese que durante a sepse
ocorre disfungdo dos receptores adrenérgicos neurais, € que o tratamento com clonidina é capaz
de reverter as disfungdes cardiovasculares observadas. Sendo assim, o presente estudo avaliou
o envolvimento de receptores adrenérgicos neurais na disfuncdo do sistema cardiovascular
durante sepse induzida pelo modelo de ligadura e perfuracao do ceco (CLP), e se o tratamento
com clonidina reverte essas disfun¢des cardiovasculares. Foi avaliada a pressdo arterial e a
frequéncia cardiaca dos ratos anestesiados com cetamina/xilazina, divididos nos seguintes
grupos: naive (SHAM), controle (CTR), CLP (apds 6 h e 18 h da indugdo de sepse) e CLP 6 h
+ CLO (recebeu clonidina 50 pg/Kg, s.c.). Ainda, foi avaliado os pardmetros cardiovasculares
de ratos anestesiados com cetamina/xilazina ou pentobarbital sob ventilagio mecanica para
avaliacdo da administrag@o central de agonistas adrenérgicos. Os animais foram previamente
submetidos a cirurgia estereotaxica para acesso a via intracerebroventricular (i.c.v.; 5 uL/dose).
Nos animais anestesiados com cetamina/xilazina ou pentobarbital, somente os efeitos i.c.v. de
noradrenalina (10 pg) e clonidina (10 pg) foram avaliados. Nos demais grupos, os efeitos dos
agonistas adrenérgicos noradrenalina (10 pg), fenilefrina (30 pg), clonidina (10 pg) ou
dexmedetomidina (0,6 ug) foram avaliados antes e 15 min ap6s a injecdo i.c.v. dos antagonistas
prazosina (5 pg), ioimbina (5 pg) ou metoprolol (100 pg). Além disso, esses mesmos grupos
receberam via i.v. noradrenalina e fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/Kg). Também foi realizada a
avaliag¢do da reatividade vascular in vitro com fenilefrina, noradrenalina e angiotensina II. A
microinjecdo i.c.v. de clonidina reduziu a pressdo arterial e frequéncia cardiaca em ratos
anestesiados com pentobarbital, enquanto ratos anestesiados com cetamina/xilazina
apresentaram aumento da pressao arterial e redugdo da frequéncia cardiaca, porém em menor
intensidade. Ambos os anestésicos mostraram efeito pressorico para administragdo de
noradrenalina ic.v., porém o grupo anestesiado com pentobarbital apresentou efeitos em menor
intensidade. A administragdo de agonistas adrenérgicos via i.c.v. induziu efeito hipertensor
reduzido nos grupos CLP 6 e 18 h em relacdo ao grupo CTR. Também houve reducio da
resposta bradicardica frente a drogas adrenérgicas i.c.v. nos animais CLP 6 e 18 h. Os
antagonistas adrenérgicos pela via i.c.v. sugerem uma maior participacdo de receptores PB1-
adrenérgicos em relacdo a receptores al durante a sepse no sistema nervoso central. A
hiporresponsividade sistémica apos administragdes i.v. de drogas vasoativas foi observada
somente apds 18 h da instalacdo da sepse. A administracdo s.c. de clonidina preveniu a
hiporreatividade vascular in vitro para fenilefrina, como observado previamente nos anéis de
aorta do grupo CLP 6 h + CLO. Entretanto, a administragao s.c. de clonidina nao melhorou as
respostas in vivo para as drogas vasoativas. Nos parametros cardiovasculares in vivo ndo foram
observadas diferengas entre os grupos CLP 6 h + CLO e CLP 6 h. Em conclusdo, os presentes
resultados sugeriram que a escolha da cetamina/xilazina como anestésico apresentou menores
interferéncias nas respostas cardiovasculares centrais. Apesar da administracdo s.c. de clonidina
ndo alterar os efeitos da sepse nos pardmetros cardiovasculares avaliados neste estudo, foi
observada a participacao do sistema nervoso central na disfun¢do cardiovascular durante a
sepse, sugerindo uma tentativa compensatoria dos receptores Pl-adrenérgicos para a
dessensibilizacdo de receptores al-adrenérgicos. Esses resultados reforcam a relevancia de



estudos futuros que explorem areas cerebrais especificas e os mecanismos envolvidos nesse
processo.

Palavras-chave: Receptor adrenérgico. Sistema nervoso central. Cardiovascular. Sepse.
Clonidina.



ABSTRACT

In sepsis, the cardiovascular system is suppressed, leading to systemic hypotension refractory
to fluid resuscitation and vasoactive agents. The tonic activity of the sympathetic nervous
system is essential for neural control of arterial pressure and occurs through norepinephrine
release, which is modulated by presynaptic a2-adrenergic receptors. Moreover, sepsis is
associated with the overactivation of the sympathetic nervous system and high serum levels of
endogenous catecholamines. This study hypothesized that the dysfunction of neural adrenergic
receptors occurs during sepsis, and the treatment with clonidine can revert the observed
cardiovascular dysfunctions. The present study evaluated the involvement of neural adrenergic
receptors in the cardiovascular dysfunction in the cecal ligation puncture (CLP) model and
whether clonidine reverses it. We assessed the arterial pressure and heart rate of anesthetized
rats, randomly separated into the following groups: naive (SHAM), control (CTR), CLP 6 h,
CLP 18 h (evaluated at 6 and 18 h after the surgery), and CLP 6 h + CLO (treated with 50 ug/Kg
clonidine, s.c.). Moreover, we assessed blood pressure and heart rate of normotensive male rats
anesthetized with pentobarbital or ketamine/xylazine, both under mechanical ventilation, to
assess the effect of anesthetic drugs on cardiovascular responses to centrally administered
adrenergic agonists. Rats were previously submitted to stereotaxic surgery for
intracerebroventricular access (i.c.v.; 5 pL/dose). The i.c.v. effects of norepinephrine (10 pg)
and clonidine (10 pg) were assessed in rats anesthetized with ketamine/xylazine or
pentobarbital. In other groups, effects of adrenergic agonists norepinephrine (10 pg),
phenylephrine (30 pg), clonidine (10 pg), or dexmedetomidine (0.6 png) were assessed before
and 15 min after i.c.v. injection of prazosin (5 pg), yohimbine (5 pg), or metoprolol (100 pg).
These groups also received i.v. norepinephrine and phenylephrine (3, 10, and 30 nmol/Kg). We
also assessed vascular reactivity in vitro to phenylephrine, norepinephrine, and angiotensin II.
The 1.c.v. microinjection of clonidine reduced arterial pressure and heart rate in rats anesthetized
with pentobarbital. In contrast, rats anesthetized with ketamine/xylazine showed increased
arterial pressure and reduced heart rate with less intensity. In both groups, i.c.v. norepinephrine
increased the arterial pressure with less intensity in the pentobarbital group. The administration
of adrenergic agonists via i.c.v. route reduced the hypertensive effects in CLP 6 and 18 h groups
compared with the CTR group. Furthermore, a reduced bradycardic response to i.c.v. adrenergic
agonists were found in CLP 6 and 18 h groups. The i.c.v. administration of adrenergic
antagonists suggests greater participation of fl-adrenergic receptors than al in the central
nervous system during sepsis. Systemic hyporesponsiveness after i.v. injections of vasoactive
drugs were observed only after 18 h of sepsis onset. The subcutaneous administration of
clonidine prevented sepsis-induced in vitro vascular hyporeactivity to phenylephrine, as found
in aortic rings obtained from the CLP 6 h + CLO group. However, clonidine administration did
not improve the in vivo responses to vasoactive drugs. Indeed, cardiovascular parameters
showed no differences between CLP 6 h + CLO and CLP 6 h groups. In conclusion, the results
suggested that the ketamine/xylazine anesthetic showed less interference in cardiovascular
responses to central adrenergic administrations. Although subcutaneous administration of
clonidine did not alter the effects of sepsis on the cardiovascular parameters evaluated in this
study, we observed a significant role of the central nervous system on cardiovascular
dysfunction in sepsis, suggesting a compensatory mechanism through B1-adrenergic receptors
to the desensitization of a1-adrenergic receptors. These results reinforce the relevance of studies
exploring specific brain areas and the mechanisms involved in this process.

Keywords: Adrenergic receptor. Central nervous system. Cardiovascular. Sepsis. Clonidine.
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1 INTRODUCAO
1.1 CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL
1.1.1 Sistema nervoso central

Os mecanismos regulatorios da pressao arterial podem ser divididos entre locais,
hormonais e neurais, que resultam em vasodilatacdo ou vasoconstri¢do. Além disso, fatores que
alteram o débito cardiaco também podem afetar a pressdo arterial e vice-versa. O débito
cardiaco pode ser definido como o volume de sangue bombeado pelo coracao dentro de um
minuto (avaliado em L/min), e depende da frequéncia cardiaca (FC; cronotropismo), forga
cardiaca (inotropismo), pré carga e p6s carga (VINCENT, 2008). Por exemplo, uma redugao
na pods carga pode reduzir a pressdo arterial, mas quando acompanhada de aumento na FC, pode
aumentar o débito cardiaco ou mesmo manté-lo inalterado (VINCENT, 2008). Os reguladores
locais da pressdo arterial incluem os componentes metabolicos, endoteliais e miogénicos
(SARELIUS & POHL, 2010). Ja os mecanismos hormonais abrangem o sistema renina-
angiotensina-aldosterona e peptideos, como a vasopressina ¢ o peptideo natriurético atrial,
dentre outros hormdnios vasoativos (GHOSH & PANDIT, 2019). O controle neural — também
conhecido como central — da pressao arterial é exercido pelo sistema nervoso autdbnomo, que
compreende o sistema nervoso simpatico, o qual inerva tanto o coragdo quanto 0s vasos
sanguineos, e parassimpatico, o qual inerva o coracdo (PATEL & ALI, 2017). Os neurdnios
pré-ganglionares do sistema nervoso autonomo se originam no sistema nervoso central (SNC)
e possuem a regido terminal axonal nos ginglios com liberagdo do neurotransmissor
acetilcolina, que atuam nos receptores colinérgicos do tipo nicotinicos (nAChR), enquanto os
neurdnios pos-ganglionares partem do ganglio para os drgaos efetores. O neurotransmissor pos-
ganglionar liberado pelo sistema nervoso simpatico no 6rgao efetor, com exce¢do nas glandulas
sudoriparas, ¢ a noradrenalina, atuante nos receptores adrenérgicos. Ja pelo sistema nervoso
parassimpatico ¢ liberada acetilcolina, atuante nos receptores colinérgicos do tipo muscarinicos
(revisado por PATEL & ALI, 2017).

O centro de controle cardiovascular esta localizado na regido bulbar do tronco cerebral,
e possui regidoes modulatérias suprabulbares, como o hipotdlamo, substincia cinzenta
periaquedutal, locus coeruleus, entre outras regides. O fluxo simpético ¢ regulado por neurdnios
pré-motores simpaticos, localizados principalmente na regido bulbar rostral ventrolateral
(RVLM), e sdo responsaveis pela atividade estimulatoria cardiovascular, enquanto o fluxo
parassimpatico ¢ regulado por neuronios cardiacos vagais, localizados principalmente no

nucleo ambiguo da regido bulbar, e sdo responsaveis pela atividade inibitoria cardiaca (revisado
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por DAMPNEY, 2016). O arco adrtico e os seios carotideos possuem receptores conhecidos
como quimiorreceptores e barorreceptores, responsaveis por detectar alteragdes na quantidade
de oxigénio e na pressado arterial, respectivamente, e sao cruciais para a modulagdo central da
pressao arterial (DAMPNEY, 2016). Enquanto os quimiorreceptores levam a vasoconstri¢ao
simpatica como efeito secundédrio ao aumento do volume minuto respiratério por neurdnios
respiratdrios, os barorreceptores possuem modulacao direta, como descrito a seguir.

Um dos principais reflexos cardiovasculares gerados por estimulagdo periférica de
receptores ¢ o barorreflexo, o qual regula a pressao arterial constantemente e de maneira rapida.
Os barorreceptores sao mecanorreceptores de estiramento responsaveis por detectar queda ou
aumento na pressdo arterial ¢ manter a homeostase cardiovascular (DAMPNEY, 2016). Em
uma situacdo de aumento da pressdo arterial, por exemplo, esses barorreceptores levam a
informacdo através de fibras aferentes para o nucleo do trato solitario (NTS) no bulbo, onde
neurdnios estimulatérios podem se projetar diretamente do NTS para neuronios cardiacos
vagais no nucleo ambiguo, resultando em efeitos cronotrdpicos negativos através de receptores
muscarinicos, €/ou para interneurdnios inibitérios GABAérgicos no bulbo caudal ventrolateral
(CVLM), o qual se projeta para neurdnios pré-motores simpaticos na RVLM, inibindo-os. Os
neurdnios simpaticos localizados na RVLM sdo tonicamente ativos, sendo os principais
responsaveis pelo tonus vasomotor através de suas eferéncias projetadas pela coluna celular
intermediolateral, como ilustrado na Figura 1, e pela liberacao pds-ganglionar de noradrenalina
aos receptores adrenérgicos (principalmente al) da musculatura lisa vascular (revisado por
DAMPNEY, 2016). Os neuronios da RVLM sdo, em sua maioria, adrenérgicos (cerca de 70%)
- pertencentes ao grupo de neurénios conhecidos como Cl - e glutamatérgicos
(SCHREIHOFER & GUYENET, 1997). Ao serem inibidos, os neur6nios simpaticos na RVLM
diminuem a atividade eferente, fazendo com que o ténus vasomotor diminua e ocorra
vasodilatagdo, além de diminuir a estimulagdo simpatica no coragdo, favorecendo a acao
parassimpatica tonica gerada pelos neurdnios vagais (DAMPNEY, 2016).

As regioes modulatdrias suprabulbares atuam principalmente em resposta a situacdes
de estresse. O hipotdlamo tem importante papel regulatorio para manuten¢do da homeostase
através do nucleo dorsomedial, nticleo paraventricular e niicleo supradptico, além da liberagao
neuroendodcrina de vasopressina e ocitocina pelo nucleo paraventricular e supradptico para a
hipofise. Existem diversos grupos de neurdnios responsaveis por sintetizar adrenalina e
noradrenalina no SNC, os quais s3o divididos entre o grupo noradrenérgico (Al1-A7),

caracterizados por Dahlstrom & Fuxe em 1964, e adrenérgico (C1-C3), caracterizados por
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Hokfelt et al. em 1974, subdivididos a partir da regido em que se encontram no SNC. Alguns
neurdnios C1 da RVLM, assim como os neurénios A6 do locus coeruleus e neurdnios
catecolaminérgicos de outras regides (Al, A2, C2 e C3), se projetam para o hipotalamo e
acredita-se que possuem participacdo na ativacdo do eixo hipotpalamo-hipofise-adrenal
(SAWCHENKO & SWANSON, 1982; CUNNINGHAM et al., 1990). O oposto também
ocorre, onde neurdnios do hipotdlamo se projetam diretamente ou indiretamente para o grupo
C1, podendo liberar neurotransmissores como vasopressina, fator liberador de corticotrofina e
angiotensina II (GOMEZ etal., 1993; MILNER et al., 1993; KUBO et al., 2002), participando
de respostas frente a diferentes estresses como infec¢des, hemorragia e faléncia cardiaca
(BADOER & MEROLLI, 1998; BULLER et al., 2003; XU et al., 2012). Além disso, o fator
liberador de corticotrofina ¢ o principal regulador do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal e
também regula respostas do sistema nervoso autdnomo nessas condi¢des de estresse, podendo

alterar a resposta cardiovascular (DEUSSING & CHEN, 2018).

T I

CVLMm .

RVLM |

Coragdo e vasos  Coracdo —<] Sinapse excitatdria |
sanguineos 4 Ssinapse inibitéria (GABAérgica)

Figura 1. Nucleos envolvidos no barorreflexo. Diagrama esquematico de uma fatia sagital do encéfalo de rato
ilustrando as regides bulbares responsaveis pela modulagdo do sistema simpatico e parassimpatico para o coragao
e vasos sanguineos durante o barorreflexo (arco aortico néo representado). IX: nervo glossofaringeo; NTS: ntcleo
do trato solitario; NA: nucleo ambiguo; CVLM: bulbo caudal ventrolateral; RVLM: bulbo rostral ventrolateral; X:
nervo vago; IML: coluna celular intermediolateral. (Adaptada de DAMPNEY, 2016).

1.1.2 Sistema adrenérgico
Os receptores adrenérgicos sao divididos em trés tipos (al, a2 e B), e cada familia

possui 3 subtipos, codificado por diferentes genes (alA, alB, alD, a2A, a2B, a2C, B1, f2 e
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B3) (BYLUND et al., 1994; HIEBLE et al., 1995). Todos fazem parte do grupo de receptores
acoplados a proteina G (GPCR). Os GPCRs possuem sete a-hélices transmembranares, com
um dominio extracelular amino-terminal e outro intracelular carboxi-terminal (WEIS &
KOBILKA, 2019). A proteina G possui trés subunidades: a, € v, € sua conformagao inativada
estd acoplada com difosfato de guanosina (GDP) na subunidade Ga. Quando o GPCR ¢ ativado
por um agonista, permanece em uma conformacio que aumenta sua afinidade com a proteina
G no dominio carboxi-terminal e induz a proteina Ga a se dissociar do GDP, permitindo que a
mesma se ligue ao trifosfato de guanosina (GTP) (WEIS & KOBILKA, 2019). Quando a
proteina G estd associada a um GTP, se dissocia do receptor e assume a conformagao ativada,
e a subunidade Ga se dissocia da subunidade Gy, passando a modular a atividade efetora,
através de segundos mensageiros (enzimas e canais i6nicos). A subunidade Ga possui atividade
intrinseca GTPase, catalisando sua conversao em GDP, voltando para a conformagao inativada
(Gapy) (HAUACHE, 2001). Ainda, a subunidade Ga possui quatro grandes familias: Gs, Gi/o,
Gqg/11 e G12/13, atuando em diferentes vias de transdu¢ao de sinal (PFLEGER et al., 2019).
Cada familia de receptor adrenérgico possui preferéncia por um tipo de proteina Ga.
Os receptores do tipo B-adrenérgicos foram os primeiros receptores do tipo GPCR a serem
purificados em 1981 por Shorr et al., e ativam proteinas do tipo Gs (estimulatéria), as quais, em
resumo, estimulam a adenilil ciclase, que catalisa e aumenta os niveis intracelulares de
adenosina 3’°,5’-monofosfato ciclico (AMPc) através de trifosfato de adenosina (ATP). O
segundo mensageiro AMPc se liga na proteina cinase dependente de AMPc (PKA) e culmina
na liberacdo de subunidades cataliticas, que através de fosforilagdo de diversas estruturas
intracelulares leva a uma resposta celular agonista-especifica como, por exemplo, aumento da
forca e frequéncia da contragdo cardiaca através de ativagao de receptores B1 (PFLEGER et al.,
2019). De maneira oposta, tem sido descrito que os receptores a2-adrenérgicos ativam proteinas
do tipo Gi/o (inibitéria), que inibem adenilil ciclase e reduzem os niveis intracelulares de
AMPc, e por consequéncia diminuem a resposta celular levando, por exemplo, a diminuigdo da
liberacao de neurotransmissores na fenda sindptica (PFLEGER et al., 2019). Também de forma
resumida, ¢ bem conhecido que receptores al-adrenérgicos ativam proteinas do tipo Gg/11, as
quais estimulam a fosfolipase C, responsavel por hidrolisar fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato
(PIP2) da membrana plasmatica, gerando os segundos mensageiros 1,4,5 trisfosfato de inositol
(IP3) e 1,2 diacilglicerol (DAG). Neste caso, o IP3 atua como ligante do receptor especifico
(IP3R) na membrana do reticulo endoplasmatico, liberando o célcio armazenado para o meio

intracelular e, consequentemente, estimulando a contracdo muscular e exocitose em neurdnios
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e células enddcrinas. J4 0 DAG ¢ capaz de ativar a proteina cinase C (PKC), que pode fosforilar
diversas estruturas para gerar respostas em células efetoras (PFLEGER et al., 2019; REHMAN
et al., 2020).

A familia das proteinas G12/13 também possui papel importante na manutencao da
contracdo do musculo liso vascular, e pode ser ativada por diversos receptores associados a
efeitos vasoconstritores, como a noradrenalina e a angiotensina II. Ao ser ativada, a proteina
G12/13 ira se ligar ao fator de troca de nucleotideo guanina da familia Rho (RhoGEF) e
converter a RhoA-GDP (inativada) para RhoA-GTP (ativada). A RhoA-GTP possui diversas
acoes biologicas, dentre elas, ao se ligar com a Rho-cinase no musculo liso, esta catalisa a
fosforilagao da fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP), inibindo-a. Ao inativar a MLCP,
a cadeia leve de miosina (MLC) se mantém em sua forma fosforilada e, por consequéncia,
mantém a contragdo do musculo liso juntamente com a actina por um tempo mais prolongado,
podendo aumentar o tonus vascular (HILGERS & WEBB, 2005). A Figura 2 mostra um resumo
da via de sinalizagdo de um GPCR e as familias da subunidade Ga.

A acdo de cada tipo de receptor adrenérgico depende de sua localizagdo, e cada local
pode conter uma maior quantidade de determinado subtipo de receptor. Os receptores al-
adrenérgicos estdo expressos em diversos tecidos, em destaque musculos (liso, esquelético e
cardiaco) e neurdnios, e possuem funcio excitatoria e constritora (CALZADA & ARTINANO,
2001). Os receptores o2-adrenérgicos sdo expressos principalmente em neurOnios pré-
sinapticos autonomicos no SNC, e seus agonistas sdo classicamente utilizados como anti-
hipertensivos (PETTINGER, 1975), hipnoticos (HOSSMANN et al., 1980) ou analgésicos
(SAWAMURA et al., 2000), a depender do local da agdo. Além do efeito central, a ativagdo do
receptor o2-adrenérgico, mais especificamente o subtipo a2B, possui agdo periférica
vasoconstritora em aorta (EGLEME et al., 1984) e veias (ZHAO et al, 2008).

Com relacdo aos receptores [-adrenérgicos, os subtipos Bl sdo expressos em
cardiomiocitos e levam ao aumento da for¢a e frequéncia da contracao cardiaca, como citado
anteriormente, além de estimular a liberacdo de renina pelas células justaglomerulares
(WEINBERGER et al., 1975; ROHRER et al., 1996). Os receptores B2 possuem ampla
distribuicdo e diversos efeitos, como vasodilatacio em vasos da musculatura esquelética,
broncodilatacao, lipdlise e gliconeogénese (revisado por REHMAN et al., 2020). J4 os
receptores 3 possuem funcdo de lipdlise, constipagdo, retencdo urinaria e vasodilatagdo
corondria (COMAN et al., 2009). Na carétida e aorta toracica de ratos in vitro, agonistas

seletivos de receptor B3 induziram relaxamento (ORIOWO, 1994; TROCHU et al., 1999).
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Ambos os receptores Bl e B2 sdo expressos amplamente no SNC, enquanto o receptor 33
encontra-se pouco expresso, € acredita-se que este participe da modulacao da ingestio alimentar
e tenha efeitos benéficos relacionados a doenca de Alzheimer (KANZLER et al., 2011;
TOURNISSAC etal., 2021). Um resumo da localizagao de cada subtipo de receptor adrenérgico

com foco no sistema cardiovascular (central e periférico) encontra-se na Tabela 1.

A

: G .
1 J_ l’ Ex.: contragdo
Adenylyl cyclase PLC RhoGEF
N e

ATP  cAMP PIP2 Rho —
} P -
PKA IP3 DAG -

Efetor

Figura 2. Via de sinalizac¢io classica de receptores acoplados a proteina G (GPCR). Ao se ligar a um agonista,
a mudanca conformacional do receptor faz com que sua associagdo a proteina G se dissocie do difostato de
guanosina (GDP) e se ligue ao trifosfato de guanosina (GTP), além de dissociar a subunidade Ga das subunidades
GBy, e ambas modulam a atividade efetora. A subunidade Ga possui diferentes familias (Gs, Gio, Gg11 € Gi213), €
cada uma atua em diferentes vias. A inibigdo ou estimulo da contrag@o ¢ um exemplo de resposta final, afetando a
forca e frequéncia cardiaca, vasoconstri¢do ou liberagdo de neurotransmissores pelas vesiculas sinapticas. ATP:
adenosina trisfosfato; cAMP: adenosina 3°,5’-monofosfato ciclico; PKA: proteina cinase dependente de cAMP;
PLC: fosfolipase C; PIP2: fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato; IP3: 1,4,5 trisfosfato de inositol; DAG: 1,2
diacilglicerol. (Adaptada de PFLEGER et al., 2019).
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Tabela 1. Localizaciao de subtipos de receptores adrenérgicos relevantes ao sistema cardiovascular.

Subtipo Distribuicao Referéncia

PRICE et al., 1993; CALZADA
Coragao, artéria renal, aorta, artérias de resisténcia, N
alA & ARTINANO, 2001; ROKOSH
linfocitos, cortex, hipotalamo e tronco encefalico.
& SIMPSON, 2002.

) ) ) ) PRICE et al., 1993; DAY et al,,
Coragdo, artéria pulmonar, aorta, rins, cortex, linfocitos
alB 1997, CALZADA &

e tronco encefalico. -
ARTINANO, 2001.

) ) ) PRICE et al., 1993; DAY et al,,
Coragdo, artéria pulmonar, renal, cardtida, iliaca e
alD ) ] ) ) 1997; CALZADA &
mesentérica superior, aorta, linfocitos e cortex. 5
ARTINANO, 2001.

A Coragdo, rins, artéria mesentérica, cortex, tronco CALZADA & ARTINANO,
a
encefalico, hipotalamo e locus coeruleus. 2001.

LINK et al., 1996;

02B Rins, musculo liso vascular, tdlamo.
MACDONALD et al., 1997.

MACDONALD et al., 1997,
Coragao, rins, cortex, locus coeruleus, nicleo da rafe, R
02C ) CALZADA & ARTINANO,
substancia negra.

2001.
Bl Coragdo, rins, cortex, nucleo paraventricular do ELALOUF et al, 1993;
hipotalamo, e tronco encefalico. PASCHALIS et al., 2009.
LANDS et al., 1967; ANDRE et
B2 Coragdo, leito vascular, linfocitos e cortex. al., 1996; PUPO & MINNEMAN,

2001.

Cora¢do, musculo liso intestinal, endotélio, células
B3 ) ) URSINO et al., 2009.
adiposas, hipotalamo e cortex.

Fonte: A autora (2020).

Os GPCRs podem sofrer regulagdo negativa quando expostos de maneira prolongada
a um agonista, seja para cessar a transducao de sinal ou para evitar exacerbacdo de estimulos, e
este processo leva o nome de taquifilaxia. Essa modulagdo, conhecida como dessensibilizagao,
pode ocorrer através da manutencdo do GPCR na superficie celular, porém refratario a novos
estimulos, ou internalizagdo dos receptores, com posterior degradacao ou reciclagem, o que

pode induzir & hiporresponsividade para o respectivo agonista (RAJAGOPAL & SHENOY,
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2018). Quando ocorre a internalizacdo e reducdo da expressdo de receptores na superficie da
membrana de maneira prolongada, o processo recebe o nome de downregulation (TSAO et al.,
2001). A dessensibilizagdao pode ocorrer através de mecanismos homologos ou heterélogos. A
dessensibilizacdo homologa ocorre quando um agonista esta presente, induzindo a fosforilagao
e inativacdo do receptor (SIBLEY et al., 1985). J4 a heterologa independe da presenga do
agonista, dependendo somente do aumento dos niveis de AMPc ou DAG, causando fosforilagao
(SIBLEY et al., 1985). Atualmente, trés grupos de moléculas t€ém sido descritas como as
principais reguladoras desse processo: segundos mensageiros regulados por cinases, proteinas
cinases de GPCR (GRKs), e arrestinas (LEFKOWITZ et al., 1998). Existem sete subtipos de
GRKs (GRKI1-7) divididas em 3 subfamilias (GRK1/7, GRK2/3 e GRK4/5/6), e todas
fosforilam o receptor no sitio de ligacdo com o agonista (RAJAGOPAL & SHENOY, 2018).
De maneira simplificada, sua ativa¢do ocorre através do segundo mensageiro IP3, e apos
fosforilar o receptor, este ultimo passa a ter maior afinidade com moléculas de arrestinas, se
estabilizando em sua conformagao no estado desacoplado (RAJAGOPAL & SHENOY, 2018).
As arrestinas possuem diversas fungdes celulares, além de sua participagdo na
dessensibilizacdo, através da internalizacdo e reciclagem do receptor. As B-arrestinas se ligam
tanto diretamente quanto indiretamente com moléculas de clatrina. No caso da interacdo
indireta, esta ocorre através da ligagdo das B-arrestinas com o complexo adaptador de proteina
AP2 (LAPORTE et al., 1999). O resultado dessa interagao ¢ a formagao de vesiculas revestidas
por clatrina contendo o(s) receptore(s). As clatrinas induzem a internalizacdo do receptor
fosforilado através de endocitose. Uma vez internalizado, o receptor pode ser reciclado para a
superficie da membrana celular ou transferido para a membrana interna de endossomos, onde ¢

destinado a degradacao lisossomal (CALEBIRO et al., 2010).

1.2 SISTEMA NERVOSO AUTONOMO E IMUNE EM CONTEXTO PATOLOGICO
1.2.1 Sistema nervoso autonomo e sistema imune

Atualmente sabe-se que, durante um quadro inflamatorio, existe a participagdo
conjunta do SNC e sistema imune através do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal e do sistema
nervoso simpatico e parassimpatico para modula¢do do quadro (ELENKOV et al., 2000;
STERNBERG, 2006). Em estudos iniciais, em 1997, Besedovsky et al. demonstraram que a
inflamacao de tecidos periféricos alterava a sinalizacao neuronal no hipotalamo, demonstrando
a participagdo dessa regido no controle imune. A resposta inflamatéria possui diversos e

complexos eventos, como o aumento da permeabilidade capilar, a ativacdo de células
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endoteliais e de macréfagos, o recrutamento de leucécitos, a agregacao plaquetaria, a liberagao
de superdxidos, a estimulacdo da cascata de coagulagdo, e muitos outros (ALVAREZ PEREZ
GIL et al., 2012). Essa resposta ¢ essencial para a eliminagdo do patdégeno e reparo do tecido
lesionado. Entretanto, quando existe um excesso na atividade inflamatoria o dano tecidual pode
ser maior, ja que as substancias pro-inflamatorias liberadas podem agravar a lesdo. Os
principais mediadores pro-inflamatérios liberados sdo as citocinas, nas quais incluem-se
interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-12, fator de necrose tumoral-o (TNF-a), interferon-y (IFN-y) e
proteina box 1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1) (LAMKANFI et al., 2010). De maneira
oposta, existem os mediadores anti-inflamatorios, responsaveis por manter a homeostase na
resposta inflamatdria através da diminuicdo de producdo de mediadores pro-inflamatorios e
reducdo no ntimero de células do sistema imune no tecido. Incluem-se nesse grupo IL-4, IL-10,
IFN-a e fator de transformagdo de crescimento-f (TGF-B) (BURAS et al., 2005). Uma das
potenciais vantagens da participacdo do sistema nervoso autonomo consiste no fato de que a
sinalizacdo neuronal ¢ muito mais rdpida em comparacdo com respostas periféricas, o que
garante um controle imediato e por vezes mais direcionado da resposta inflamatoéria, evitando,
por exemplo, a exacerbacao da mesma.

As primeiras evidéncias da modulagdo do sistema imune vieram do estudo de
Zabrodskii em 1987, onde foi observado que o uso de um composto anticolinesterasico com
acdo inibitéria no SNC em roedores levava a diminuicao da resposta imune. Mais tarde,
Borovikova et al., em 2000, identificaram o mecanismo neuroldgico responsavel por inibir a
ativacdo de macrofagos e inibir a sintese de mediadores inflamatérios induzida por endotoxina,
0 que ocorria através de eferéncia vagal parassimpatica, e foi originalmente denominada “via
colinérgica anti-inflamatoéria”. Desde entdo, diversos estudos demonstraram a participacao
vagal/colinérgica na via inflamatoria (HANSEN et al., 2001; BERNIK et al., 2002; VAN
WESTERLOO et al., 2006). Alguns mediadores, como o TNF, podem chegar ao SNC através
de duas vias: pela regido dos orgdos circunventriculares, os quais ndo possuem barreira
hematoencefalica, pois estdo localizados na borda do sistema ventricular e sao perfundidos por
capilares fenestrados (SAPER & BREDER, 1994); ou através do nervo vago aferente
(WATKINS et al., 1995). No SNC, esses mediadores levam a informagao a regido hipotaldmica
e ao NTS, que possivelmente atuam através de receptores muscarinicos M1, e conduzem a
resposta anti-inflamatdria pelo nervo vago eferente (PAVLOV et al., 2006), finalizando o
reflexo inflamatdrio. Os macrofagos e algumas células produtoras de citocinas, como os

linfocitos T e B, possuem receptores do tipo nAChR, mais especificamente contendo a
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subunidade a7nAChR, que sdo responsaveis pela sinalizag¢ao intracelular inibitéria de sintese
de citocinas pré-inflamatorias (DE JONGE & ULLOA, 2007). A importancia da via colinérgica
anti-inflamatdria fica evidente através dos experimentos de Wang et al. (2003), onde
camundongos knockout para a7nAChR ou vagotomizados, expostos a endotoxina, ndo
conseguem suprimir a sintese exacerbada de citocinas, demonstrando uma modulacdo tonica
dessa via.

Enquanto o sistema nervoso parassimpatico gera um efeito anti-inflamatorio, o sistema
nervoso simpatico possui efeito ambiguo, dependendo do receptor adrenérgico a ser estimulado.
Fibras simpaticas inervam todos os 6rgaos linfoides (ELENKOV et al., 2000), e receptores 2-
adrenérgicos estdo presentes em todos os linfécitos, com excecdo das células T-helper 2, e
modulam a liberacdo de citocinas, inibindo a liberagdo de IFN-y e estimulando a liberagdo de
IL-10 (PANINA-BORDIGNON et al., 1997). Além disso, a ativagdo desses receptores diminui
a concentracao de células T-helper 1, favorecendo o aumento de T-Aelper 2 (ELENKOV et al.,
2000). A ativacdo de receptores B2 também beneficia o efeito anti-inflamatorio, inativando
macrofagos, diminuindo a sintese de citocinas pro-inflamatdrias e aumentando a sintese de
citocinas anti-inflamatdrias (DENG et al., 2004; HUANG et al., 2013).

O actimulo de citocinas pro-inflamatorias periféricas pode elevar a concentragao de
noradrenalina no hipotdlamo e ativar receptores do tipo a-adrenérgicos (DUNN, 2000),
aumentando também a concentracdo de catecolaminas plasmaticas (ANNANE et al., 1999). A
administracdo de IL-1 ou lipopolissacarideos (LPS, uma endotoxina de bactérias gram-
negativas), no locus coeruleus aumenta a atividade noradrenérgica de neuronios da regido,
sugerindo que a mesma também participa da via inflamatoria (BORSODY & WEISS, 2002;
BORSODY & WEISS, 2004). A produgdo exacerbada de catecolaminas pode causar danos ao
coragdo, ja que com o aumento da FC via receptores B1, serd necessario maior quantidade de
ATP e demanda energética mitocondrial, o que pode levar ao esgotamento desses recursos e
morte dos cardiomidcitos (ELLISON et al., 2007). Ainda, Grisanti et al. (2011) sugerem que os
receptores al presentes em monocitos humanos medeiam respostas pro-inflamatdrias. Quando
existe uma ativagdo prolongada ou inapropriada do sistema nervoso simpatico ou do sistema
imune, podem ocorrer efeitos patologicos ou até mesmo letais, como inflamagdo cronica,

choque toxico, deficiéncia imune, entre outros.
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1.2.2 Sepse

A sepse ¢ caracterizada como uma disfunc¢do organica potencialmente fatal, decorrente
de uma resposta inflamatdria desregulada do hospedeiro frente a um processo infeccioso, € em
casos da nao resolucao desse quadro, pode evoluir para o choque séptico, o qual ¢ associado
com alteragdes celulares, circulatorias e metabdlicas que podem levar a morte (SINGER et al.,
2016). A principal caracteristica do choque séptico ¢ a hipotensdo refratdria a reposi¢ao
volémica, onde existe a necessidade de administragdo de vasoconstritores para a manutengao
da pressdo arterial média (PAM) acima de 65 mmHg e lactato abaixo de 2 mmol/L (SINGER
et al., 2016). Se ndo revertida, essa hipotensdo pode prejudicar a perfusdo dos 6rgaos vitais e
contribuir para a faléncia multipla dos 6rgdos, a principal causa de morte na sepse (ANGUS &
VAN DER POOL, 2013). Junto com o choque séptico, a sepse € a principal causa de
mortalidade e morbidade em unidades de terapia intensiva no mundo (BERG & GERLACH,
2018), com cerca de 48,9 milhdes de casos por ano e representando 19,7% dos casos globais de
morte (RUDD et al., 2020). Além disso, um estudo observacional relatou que a taxa de
mortalidade no Brasil ¢ de 55,7% (MACHADO et al., 2017).

Nesse contexto, ¢ necessario que haja um diagnostico rapido para melhorar a taxa de
sobrevida e desfecho clinico. O SOFA (avaliagdao sequencial de faléncia organica; do inglés:
sequential sepsis-related organ failure assessment) ¢ um instrumento de triagem de pacientes
com suspeita de sepse, o qual leva em consideragdo alguns parametros clinicos, como
frequéncia respiratoria, PAM, nivel de consciéncia pela escala de coma Glasgow, relagdo entre
pressdo arterial de oxigénio e fracdo inspirada de oxigénio (PaO2/Fi0,), creatinina depurada,
(mL/dia), bilirrubina e plaquetas. Quando a pontuagao final obtida com a aplicacao do SOFA ¢
igual ou acima de 2 o quadro pode estar associado a uma disfungao organica com risco de morte
(SINGER et al., 2016). Em sua versdo reduzida, o qSOFA (do inglés: quick SOFA) avalia
pacientes graves com suspeita de sepse rapidamente, sem a necessidade de exames
laboratoriais. Ele leva em consideragdo trés parametros: frequéncia respiratoria (> 22/minuto),
pressao arterial sistolica (PAS; < 100 mmHg) e escala de coma Glasgow (< 15), sendo que
quando o paciente apresenta pelo menos 2 dos critérios citados, o SOFA deve ser aplicado
(SINGER et al., 2016).

Com relagdo a fisiopatologia da sepse, € conhecido que o primeiro passo para iniciar
a cascata imunoldgica € a apresentagdo do patogeno (seja ele bactéria, virus ou fungo), através
da ligagdo do padrao molecular associado ao patogeno (PAMP) em receptores especificos como

os receptores do tipo 7oll (TLR) e os receptores do tipo NOD (também conhecidos como
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receptores similares ao dominio de oligomerizagdo nucleotidica; NLR), dentre outros. Esses
receptores estdo expressos em multiplos tipos celulares e estdo presentes em grande densidade
em células do sistema imune inato (macrofagos e mondcitos). Endotoxinas bacterianas,
componentes virais € de fungos sao exemplos de PAMPs que atuam ligando-se a TLRs ¢ NLRs.
Outra maneira de ativar esses receptores ¢ através de padrdes moleculares associados ao dano
tecidual (DAMP), os quais sdo produtos endégenos liberados de células necrdticas e apoptoticas
(como ATP e DNA). A ativagdo desses receptores resulta em liberacdo de citocinas pro-
inflamatoérias, como descritas anteriormente, causando ativagdo e proliferacao de leucocitos,
sistema complemento, moléculas de adesdao endotelial e maior produgdo de 6xido nitrico (NO),
entre outros efeitos. No caso da sepse essa ativagdo leva a uma resposta inflamatdria
exacerbada, desregulando a homeostase celular (revisado por GYAWALI et al., 2019). O eixo
hipotadlamo-hipofise-adrenal e sua consequente producdo de glicocorticoides durante a sepse
tem papel regulatdrio na resposta pro-inflamatdria, porém muitas vezes ocorre disfuncdo desse
eixo e dessensibilizagcdo dos receptores de glicocorticoides (VANDERWALLE & LIBERT,
2020).

Em quadros de sepse e choque séptico o sistema cardiovascular encontra-se deprimido.
Dentre os fatores que contribuem para a faléncia vascular e hipotensao durante a sepse esta a
producao excessiva de NO pela isoforma induzida da NO sintase (iNOS) nos vasos (FEIHL et
al., 2001). O NO promove relaxamento vascular através da sua difusdo do endotélio para a
camada da musculatura lisa vascular, onde estimula a guanilato ciclase, que aumenta a
concentracdo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), ativando a proteina cinase G
(PKG), que por sua vez reduz o tonus vascular (TANG et al., 2003). Outro fator que pode
resultar em disfuncdo vascular e hipotensdo ¢ a regulagdo negativa e dessensibiliza¢do de
receptores cruciais para a vasoconstricdo, como os receptores de angiotensina, vasopressina e
os receptores adrenérgicos (BUCHER, 2004). A densidade e a atividade mediada por receptores
adrenérgicos encontram-se reduzidas em pacientes com choque séptico devido a atividade de
GRKs e aumento de fosfodiesterases e fosfolipases, dentre outros eventos, o que leva a uma
dessensibilizacdo e posterior degradacdo dos receptores (THANGAMALALI et al., 2014;
SAKAI et al., 2017). A downregulation de receptores al-adrenérgicos também ocorre durante
a sepse induzida em camundongos, o que foi demonstrado tanto in vivo como in vitro, sendo
resultado da liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e associado com a faléncia circulatéria
(SCHMIDT et al., 2009). Uma causa importante para a depressdo miocardica encontrada na

sepse ¢ a exacerbacdo da liberacdo de catecolaminas, ja descrita, € a producdo de espécies
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reativas de oxigénio, causada pelas citocinas pro-inflamatérias (ELLISON et al., 2007). A
hipotensdo, juntamente com a faléncia multipla de 6érgaos resultante, ¢ a principal causa da alta

taxa de mortalidade associada ao choque séptico (BURGDOREFF et al., 2018).

1.2.3 Sistema nervoso auténomo e sepse

Apesar da exacerbagdo da atividade do sistema nervoso simpatico e produgdo de
catecolaminas durante a sepse, as opg¢Oes terapéuticas utilizadas atualmente continuam
escassas, se limitando a antibioticoterapia para controle da infeccao, a utilizacao de cristaloides
(30 mL/Kg) e de vasoconstritores para uma tentativa de estabilizacdo hemodinamica
(GYAWALI et al.,, 2019). A noradrenalina é o vasopressor de primeira escolha para o
tratamento do choque séptico (RHODES et al., 2017), além da adrenalina, dopamina, fenilefrina
e vasopressina (GYAWALI et al., 2019). Entretanto, muitas vezes essa tentativa de aumentar a
pressao arterial acaba falhando devido a diversos fatores, alguns deles descritos anteriormente.
Pensando na escassez de alternativas atuais, alguns grupos tém estudado o sistema nervoso
autonomo visando determinar alvos para intervengoes terapéuticas na sepse, como o bloqueio
simpatico e estimulagdo vagal/colinérgica.

O bloqueio simpatico tem se mostrado eficiente em diversos estudos, apresentando
preservacao do balanco entre o sistema nervoso simpatico e parassimpatico e volume sistélico,
ressensibilizagdo as catecolaminas, melhora da microcirculagdo e regulacao das citocinas,
induzindo a¢do anti-inflamatoria (ACKLAND et al., 2010; GELOEN et al., 2013; MORELLI
et al., 2013; XIANG et al., 2014). Atualmente, para a indu¢do de bloqueio simpatico na sepse
sdo estudadas duas abordagens, que sdo o uso de antagonistas Pl e de agonistas 02. A primeira
vista, essas abordagens parecem contraintuitivas, ja que na sepse existe o quadro hipotensivo e
estes farmacos sdo conhecidos como anti-hipertensivos. Entretanto, tornam-se plausiveis
quando avaliada a participac@o desses receptores no contexto inflamatorio (ver item 1.2.1).

Um dos primeiros estudos onde foi realizada a administragdo de B-bloqueadores em
modelo associado a sepse data de 1969, e foi realizado por Berk et al., inicialmente em caes
endotoxémicos e, posteriormente, em humanos com sepse (BERK et al., 1972). O grupo sugeriu
que o uso de propranolol, um antagonista B-adrenérgico ndo seletivo, pode melhorar a
hemodinamica e reduzir a secre¢ao enddgena de catecolaminas, além de aumentar a taxa de
sobrevivéncia, levando a um bom prognostico. Entretanto, essa abordagem ficou esquecida até
o0 ano de 2005, quando Suzuki et al. observaram a melhora da disfungdo miocardica em ratos

sépticos tratados com esmolol, um antagonista 1 seletivo, além da diminui¢do de TNF-a
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plasmatica. Desde entdo diversos estudos demonstraram beneficios do bloqueio de receptores
B1 na sepse, inclusive observaram regulacao positiva de receptores al nos vasos (SCHMITZ et
al., 2007; ACKLAND et al., 2010; KIMMOUN et al., 2015). De maneira complementar,
estudos utilizando agonistas 2 tém se mostrado benéficos, através da inibi¢cdo de citocinas pro-
inflamatérias e aumento de citocinas anti-inflamatorias, redu¢do da producdo de NO e
prevencgio da hiporresponsividade a noradrenalina nos vasos (SZABO et al., 1997; IZEBOUD
et al., 1999; ZABRODSKII, 2019).

Os agonistas a2 sdao conhecidos classicamente pelo seu efeito hipotensivo, decorrente
da agdo pré-sinaptica, e consequente reducao do fluxo simpatico. Além disso, esses agonistas
também sdo utilizados na clinica para efeito sedativo. Um dos primeiros estudos que
demonstrou uma possivel acdo benéfica dos agonistas a2-adrenégicos na sepse foi realizado em
2004, por Taniguchi et al. em ratos endotoxémicos. Este grupo demonstrou que o uso de
dexmedetomidina, um agonista seletivo 02, foi capaz de reduzir a taxa de mortalidade e inibir
a resposta pro-inflamatoéria. Porém, somente em 2010 surgiu a primeira descrig¢do clinica de que
0s agonistas a2 possuem efeito benéfico em humanos com choque séptico, através do relato de
caso de Pichot et al. (2010). Durante a infusdo de clonidina, um agonista a2, a pressao sistolica
do paciente se elevou, a FC diminuiu e houve melhora da responsividade a noradrenalina
exodgena. Este relato abriu portas para novos estudos, na esperanca de um tratamento adjuvante
efetivo para a sepse. Nos anos seguintes diversos grupos estudaram os beneficios dos agonistas
a2 na sepse, ndo somente na modulagdo inflamatoria e cardiovascular, mas também no sistema
renal e pulmonar (GEOLEN et al., 2013; KOCA et al., 2013; CALZAVACCA et al., 2019).
Um estudo de Xiang et al. (2014) demonstrou que a dexmedetomidina modula a resposta
inflamatéria através da via colinérgica anti-inflamatoria, j& que em animais endotoxémicos
vagotomizados ndo hé reducgdo da resposta pré-inflamatoria, mesmo com a administragao do
farmaco. Corroborando este achado, Yu et al. (2019) sugerem que a dexmedetomidina atua via
ativacdo de a7nAChR em cardiomiocitos. Gulati et al. (1991) observou que em ratos saudaveis,
a administragdo cronica de clonidina induz regulacao positiva de receptores a-adrenérgicos e
colinérgicos muscarinicos no hipotdlamo e na regido bulbar. Um estudo de Zoukos et al. (1992)
sugere que além de induzir resposta anti-inflamatoéria, a clonidina induz regulag@o positiva e
sensibilizacdo dos receptores B-adrenérgicos em humanos saudaveis. Estes estudos sugerem
que a clonidina possui potencial para prevenir a regulagao negativa (aqui chamada por vezes de
downregulation) e/ou para induzir ressensibilizacdo de receptores adrenérgicos ao reduzir a

liberagdo de catecolaminas na sepse.
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Apesar das multiplas evidéncias supracitadas, até o presente momento nao foram
publicados estudos explorando, diretamente, a capacidade de agonistas a2 reverterem a
hiporresponsividade cardiovascular frente a catecolaminas. Geolen et al. (2013) sugerem que
0s agonistas a2 podem reverter a hiporresponsividade dos vasos frente a norepinefrina em ratos
com endotoxemia. Lankadeva et al. (2015) observaram, em ovinos com endotoxemia, que o
tratamento com clonidina por via intravenosa (i.v.) normaliza a atividade simpatica renal, além
de restaurar a sensibilidade para fenilefrina e angiotensina II. Ainda, o mesmo grupo observou
que a dexmedetomidina reduz a necessidade de noradrenalina e mantém a fun¢do renal no
mesmo modelo de endotoxemia em ovinos (LANKADEVA et al., 2019).

Os estudos de Hofer et al. (2009) corroboram os achados iniciais de Taniguchi et al.
(2004), em um modelo de sepse induzida por ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) em
camundongos fémeas, modelo que ¢ considerado padrdo ouro e mais similar a sepse humana.
Um achado interessante deste grupo é que a administrag@o periférica in vitro de clonidina nao
reduz a resposta pro-inflamatoéria como ocorre in vivo, demonstrando que este efeito
possivelmente ¢ mediado pelo SNC. Entretanto, nenhum estudo até o momento explorou a
relevancia da acdo direta da clonidina no SNC para seus efeitos no sistema cardiovascular

durante a sepse.

1.3 MODULACAO DO SISTEMA CARDIOVASCULAR E SEPSE

Poucos estudos visaram estudar diretamente o SNC durante a sepse no contexto
cardiovascular. Muitos grupos estudam a modulagdo autondmica cardiovascular de maneira
indireta através da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), a qual mede as mudangas no
intervalo entre dois batimentos cardiacos (ANNANE et al., 1999; PANCOTO et al., 2008;
ARBO et al., 2020). O coragao varia a sua frequéncia de funcionamento a cada batimento, como
consequéncia dos ajustes promovidos pelo sistema nervoso autdbnomo, modulados por
mecanismos centrais e periféricos, para a manuten¢do da homeostase (ACHTEN &
JEUKENDRUP, 2003). A VFC tem como vantagem sua medida ndo-invasiva, o que permite
um amplo estudo em humanos, além dos animais. Entretanto, um distirbio na VFC pode indicar
tanto alteracdes na atividade vasomotora no SNC quanto uma disfun¢do da transmissdo
neuronal para o coracao, ou ainda da responsividade cardiaca em si. Portanto, VFC alterada nao
¢ um indicador preciso da fun¢do neural. Quanto a interpretacdo dos dados, alta na VFC ¢
considerado preditor de um bom progndstico, enquanto uma baixa VFC ¢ associada a patologias

cardiovasculares (revisado por PUMPRLA et al., 2002). Estudos em pacientes e animais



34

sépticos demonstraram que a VFC se encontra diminuida, assim como o componente LF (do
inglés Low Frequency; baixa frequéncia), o qual representa o componente simpatico. A reducao
do LF indica menor ativagdo simpdatica nesses pacientes, a qual se encontra inversamente
proporcional com a concentracao plasmatica de catecolaminas e nitrito/nitrato (NOX) e esta
relacionada com a maior mortalidade dos mesmos (ANNANE et al., 1999; PANCOTO et al.,
2008; ARBO et al., 2020).

Em estagios tardios da sepse, o aumento do estimulo simpatico no coragao parece ser
parcialmente mediado pelo barorreflexo em resposta a hipotensao, como demonstrado em
ovinos com endotoxemia (RAMCHANDRA et al., 2009), e diversos estudos em animais
sépticos t€ém mostrado relacdo direta entre a reducdo da fungdo barorreflexa e o tempo de
sobrevivéncia (SHEN et al., 2004; SHI et al., 2007; NARDOCCI et al., 2015). Por outro lado,
em coelhos anestesiados e com endotoxemia foi observada uma reducdo do tonus vagal (TANG
et al., 2009). Além disso, apesar do bloqueio de a7nAChR reduzir a VFC de ratos
endotoxémicos, agonistas desses receptores nao se revelaram capazes de modular a FC dos
mesmos (MAZLOOM et al., 2013). Assim, Mazloom et al. (2013) sugeriram um papel tdnico
de receptores a7nAChR na modula¢do da VFC durante a sepse, o que corrobora a participagao
da via colinérgica anti-inflamatéria. Ainda, um estudo realizado em amostras de vitimas do
choque séptico revelou que ocorrem apoptose e isquemia neuronal e glial nos centros
autonOmicos cardiovasculares, além de uma alta expressdao de iNOS nos vasos, confirmando a
importancia de alteragdes na modulagdo autondmica durante o quadro de sepse (SHARSHAR
et al., 2003).

Alguns grupos estudaram a modulag¢ao do sistema cardiovascular diretamente no SNC
durante a sepse, mas a maioria dos trabalhos encontrados focaram na produgdo de NO em
regides do SNC, como o trabalho de Chan et al. (2003), que observou uma regulagdo negativa
do receptor AT1 de angiotensina associada com a producao excessiva de NO na RVLM de ratos
com endotoxemia. O grupo de Rocha et al. (OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2010; DA COSTA
etal., 2017; COELHO et al., 2017) tem trabalhado com a producao exacerbada de NO durante
a sepse principalmente no hipotalamo, e as evidéncias obtidas sugerem que esse excesso de NO
modula a produ¢do de neuropeptideos como a vasopressina. J4 o grupo de El-Mas et al.
(SALLAM et al., 2018; SALLAM et al., 2019; WEDN et al., 2020) tem trabalhado com a via
vagal/colinérgica no contexto cardiovascular e renal em quadros de endotoxemia. Entretanto,
ao menos pelo que sabemos, nenhum trabalho publicado at¢é o momento explorou a

funcionalidade de receptores adrenérgicos do SNC em contexto cardiovascular na sepse. Em
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ratos saudaveis foi observado que a dexmedetomidina administrada via intracerebroventricular
(i.c.v.) diminui catecolaminas plasmaticas (SHIRASAKA et al., 2007), assim como ocorre apds
administracao i.v. em humanos saudaveis (EBERT et al., 2000). Ainda em ratos saudaveis, a
clonidina reduz a atividade simpatica através de um efeito direto no SNC, além de reduzir a
disponibilidade de catecolaminas, principalmente através da RVLM (MERMET & QUINTIN,
1991). Com base nos dados da literatura sobre a exacerbagdo do sistema nervoso simpatico e
catecolaminas plasmaticas, além da dessensibilizacdo de receptores adrenérgicos na sepse, €
nas evidéncias acerca da participacdo do SNC na modulacao cardiovascular especialmente
através do bloqueio simpatico, a compreensao da relagao entre a sepse € 0 SNC sobre receptores
adrenérgicos pode ampliar o entendimento da fisiopatologia e, consequentemente, das
estratégias terapéuticas aplicdveis ao tratamento da sepse.

Sendo assim, a hipotese que norteou este estudo foi de que a ativacdo de receptores
adrenérgicos do SNC esta prejudicada e contribui para a disfungao cardiovascular observada na
sepse, € que o bloqueio simpatico pelo agonista o2-adrenérgico clonidina pode reverter a

hiporresponsividade cardiovascular observada durante a sepse em ratos.

1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo Geral

Avaliar a participagdo de receptores adrenérgicos do sistema nervoso central na
disfung¢ao cardiovascular observada na sepse induzida em ratos, e o bloqueio simpatico através
do agonista a2 clonidina para reverter a hiporresponsividade cardiovascular observada durante

a sepse em ratos.

1.4.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar a sepse induzida pelo modelo de CLP em ratos, nos tempos de 6 e 18 horas
apos a indugdo, in vivo e in vitro;

b) Avaliar a responsividade cardiovascular aos agonistas al-adrenérgicos noradrenalina e
fenilefrina pela via i.c.v. e i.v. em ratos sépticos anestesiados;

c) Awvaliar a responsividade cardiovascular aos agonistas adrenérgicos clonidina (a2) e
noradrenalina (al) pela via i.c.v. em ratos saudaveis anestesiados com pentobarbital ou
cetamina/xilazina;

d) Avaliar a responsividade cardiovascular aos agonistas o2-adrenérgicos clonidina e

dexmedetomidina pela via i.c.v. em ratos sépticos anestesiados;
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e) Awvaliar o efeito de antagonistas adrenérgicos (al, a2 e ) pela via i.c.v. sobre a agdo
cardiovascular dos agonistas adrenérgicos fenilefrina, noradrenalina, clonidina e
dexmedetomidina (via i.c.v.) em ratos sépticos anestesiados;

f) Avaliar o tratamento periférico com o agonista a2-adrenérgico clonidina sobre os

parametros cardiovasculares de ratos sépticos in vivo (via i.c.v. € 1.v.) € in vitro.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 300-350g, com 70 a 90 dias de
idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Durante a permanéncia no biotério experimental do Departamento de Farmacologia da UFSC,
os animais foram acondicionados em gaiolas ventiladas (dimensao de 48,7 cm de comprimento
x 33,1 cm de largura x 21,4 cm de altura) com até 5 ratos por gaiola, mantidos em ambiente
climatizado (21 + 2 °C) e luminosidade (ciclo claro/escuro a cada 12/12 horas) controladas
automaticamente. Agua e ragio foram fornecidas & vontade aos animais. Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (protocolo n® 6327180718), e estdo de acordo com as diretrizes do

Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal (CONCEA).

2.2 DROGAS

Para a execugdo dos protocolos experimentais foram utilizadas as seguintes drogas ¢
sais foram comprados da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA), seguidos pelo niimero de
catdlogo: azul de Evans (#E2129), hidrocloridrato de fenilefrina (#P1250000), cloridrato de
acetilcolina (#A6625), acetato de angiotensina II (#A9525), bitartarato de norepinefrina
(#A0937), hidrocloridrato de prazosina (#P7791), cloridrato de clonidina (#C7897), cloridrato
de ioimbina (#Y3125) e tartarato de metoprolol (#M5391). Hidrocloridrato de
dexmedetomidina (#AB120767) foi adquirida da ABCAM (Cambridge, Reino Unido).
Heparina sédica (Hemofol®; 5000 Ul/ mL) foi adquirida da Cristalia (Itapira, SP, Brasil),
lidocaina (Anestt®) da Syntec (Santana de Parnaiba, SP, Brasil), cloridrato de tramadol da
Teuto (Anapolis, GO, Brasil), isoflurano da BioChimico (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), flunixina
meglumina (Banamine®) da Schering Plough (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), e pentobarbital
sodico (Nembutal®), cetamina (Anasedan®), xilazina (Dopalen®) foram adquiridas da Ceva
(Paulinia, SP, Brasil). Todos os sais usados para preparar a solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS, do inglés phosphate-buffered saline; esterelizada em autoclave) e solugdo
fisiologica nutritiva foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha) ou da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, EUA), e preparados imediatamente antes dos experimentos. A solugdo
estoque de angiotensina II foi dissolvida em HCI 0,1 N e diluida em PBS para uso. Todas as
outras drogas foram preparadas em PBS ou solugdo fisioldgica nutritiva imediatamente antes

de cada experimento.
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2.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
2.3.1 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal (i.p.) com cetamina (100 mg/Kg) e
xilazina (20 mg/Kg) e fixados em um aparelho estereotaxico (Stoelting Co., Wood Dale, IL,
EUA). Foi realizada assepsia do escalpo com dalcool iodado 0,1% e, em seguida, anestesia
subcutanea no local da incisdo com lidocaina com vasoconstritor a 2%. O cranio foi exposto
cirurgicamente ¢ um parafuso de ago inoxidavel foi fixado ao cranio com o auxilio de uma
broca odontoldgica, para posterior suporte a protese acrilica. Uma canula-guia de aco
inoxidavel (22 G; 11 mm de comprimento) foi implantada sobre o ventriculo lateral, com as
seguintes coordenadas estereotaxicas selecionadas a partir dos atlas do cérebro de Paxinos e
Watson (2013): antero posterior= -0,8 mm em relacdo a sutura bregma; lateral= - 1,5 mm em
relacdo a sutura sagital; vertical= - 3,6 mm em relagdo a estrutura 6ssea da calota craniana. A
canula foi fixada ao cranio pelo parafuso previamente implantado na calota craniana e por uma
protese de resina acrilica autopolimerizavel. Como medida profilatica, ao final da cirurgia, os
animais receberam uma inje¢do subcutanea de analgésico ndo esteroidal, flunixina meglumina
(2,5 mg/kg, s.c.). Apds a cirurgia os animais foram levados ao biotério do Departamento de

Farmacologia para recuperagdo por 3 dias antes de serem submetidos a cirurgia de CLP.

2.3.2 Inducio de sepse pelo modelo de ligadura e perfuraciao do ceco (CLP)

Para indugdo da sepse, os animais foram primeiramente sedados e analgesiados por
meio de aplicagdo de cloridrato de xilazina e tramadol nas dosagens de 5 ¢ 10 mg/Kg (i.p.),
respectivamente. Apos 5 minutos, foram anestesiados com inalagdo continua de isoflurano (5%
em oxigénio) e colocados sobre uma manta aquecida (37°C). Foi realizada assepsia do abdomen
com dlcool iodado 0,1% e, em seguida, os animais receberam infiltragdes subcutidneas do
anestésico local lidocaina (2%, sem vasoconstritor; 200 puL para cada sitio) na linha alba, nos
locais da incisdo cirtrgica. Para realizar a CLP, os animais foram submetidos a uma laparotomia
com incisdo de aproximadamente 2 cm e subsequente exposi¢do e ligadura nao-obstrutiva do
ceco (cerca de 75%, usando como base a valvula ileocecal), o qual foi perfurado 3 vezes com
agulha 18 G, seguido de leve compressao para assegurar a saida de contetudo intestinal. Apos a
perfuracao do ceco o intestino foi recolocado na cavidade abdominal, € a musculatura e pele do
animal foram suturadas com fio de nylon (3-0). Em seguida, os animais receberam 30 mL/Kg

pela via subcutanea (s.c.) de PBS (composto por, em mM: NaCl 137, KCI 2,7, KH,PO4 1,5,
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NaHPO4 8,1; pH de 7,4), para reposicao fluidica imediatamente apds a cirurgia, e foram
mantidos em ambiente aquecido até a recuperagao completa da anestesia. Em etapas iniciais do
estudo, animais submetidos a CLP foram observados por até 60 horas para avaliagdao da curva
de letalidade, e receberam analgesia pos-operatéria (cloridrato de tramadol; 10 mg/Kg, s.c.) 2
e 12 horas ap6s o procedimento cirirgico. Somente aqueles animais que ndo morreram em
funcdo do procedimento cirurgico direto ou da anestesia foram considerados para fins de indice

de mortalidade.

2.3.3 Medida direta da pressao arterial em ratos anestesiados

Os animais foram anestesiados pela via intramuscular (i.m.) com cetamina e xilazina
(100 e 20 mg/Kg, respectivamente) ou via i.p. com pentobarbital sédico (50 mg/Kg), sendo
mantidos em plano anestésico profundo durante toda a experimentagdo (para isso, quando
necessario, receberam doses suplementares correspondentes a 30% da dose inicial). A inducao
de anestesia profunda foi constatada pela auséncia de reflexos oculares ¢ de respostas ao
pingamento da cauda e membros inferiores. No intuito de proteger os animais de condigdes de
hipotermia, a temperatura da sala foi mantida constante (23 °C) e os animais foram mantidos
sob uma lampada incandescente.

Os animais foram posicionados em decubito dorsal e, com a pata direita fixada, a veia
femoral direita foi dissecada e canulada com agulha (23 G) conectada a uma canula de
polietileno (PE 20) e uma seringa de 1 mL, preenchidas com solu¢do PBS contendo heparina
sodica (0,02%), a qual foi administrada imediatamente para prevenir coagulos. Esse acesso
venoso também serviu como via de administragdo sist€émica de drogas vasoativas. Em seguida,
foi realizada uma incisdo na altura da traqueia para localizacdo e dissec¢do da artéria carotida
comum direita. Apos ser totalmente isolada do nervo vago, a car6tida teve seu fluxo sanguineo
interrompido com auxilio de uma pinga, e foi submetida a ligadura com fio de sutura na regiao
proximal. Na sequéncia, um cateter flexivel 22 G devidamente heparinizado, foi inserido e
amarrado na artéria cardtida. Esse cateter foi acoplado a um transdutor de pressdo, conectado a
um amplificador de sinal e a um sistema de aquisi¢do de dados computadorizado (modelo
PowerLab 4/30, ADInstruments, Bella Vista, Australia), no qual os valores da PAM, PAS e
pressao arterial diastolica (PAD) (em mmHg), e da FC (em bpm), foram registrados através do
software LabChart versao 7.2 (ADInstruments, Bella Vista, Australia).

Para alguns protocolos experimentais foi realizada uma traqueostomia nos animais,

através de uma incisdo no ligamento anular entre os arcos cartilaginosos proximos a cartilagem



40

cricoide, abaixo das glandulas salivares, seguida pela introdu¢do de um tubo adaptado na luz
da traqueia até a proximidade da carina. Este tubo foi conectado a um respirador mecanico
(modelo VentElite 55-7040; Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA) para estabiliza¢ao da
ventilagdo, com os seguintes parametros: frequéncia respiratoria = 60 rpm; volume corrente
(VT) =7 mL/Kg; pressdo positiva expiratdria final (PEEP) = 2 cmH>O.

Ao término dos protocolos experimentais, os animais foram eutanasiados por overdose

de anestésico (cetamina/xilazina) por via i.v..

2.3.4 Microinjecao central de drogas

Apds 20 minutos de registro da pressdo arterial basal, os animais receberam
microinjecdo de drogas via i.c.v. através de agulhas com 12 mm de comprimento (30 G)
inseridas na canula-guia, 1 mm abaixo da extremidade final da canula. Todas as drogas
administradas passaram por experimento piloto para determinag¢do da dose a ser utilizada. As
injecdes foram realizadas manualmente utilizando-se uma microsseringa de 10 pL (Hamilton
Co.,Reno, NV, EUA), conectada a agulha através de um tubo de polietileno (PE 10) preenchida
com PBS e com uma bolha de ar para facilitar a visualizagdo do deslocamento da droga injetada.
Cada injecao foi realizada com volume final de 5 pL, administradas durante 60 segundos. Apds
a injecdo, a agulha foi mantida na canula-guia por 60 segundos para evitar refluxo do volume
administrado. Ao término dos experimentos, 5 pL do corante azul de Evans a 1% foi
microinjetado para confirmar o sitio de inje¢do. Apds a eutandsia, os animais foram
decapitados, os cérebros retirados, € o posicionamento da canula-guia no ventriculo lateral
confirmado pela difusdo do corante por todo o ventriculo. Apenas os animais com

posicionamento correto da canula no ventriculo foram incluidos para analise dos dados.

2.3.5 Determinacio da reatividade vascular em modelo de aorta isolada

Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (100 e 20 mg/kg,
respectivamente, 1.p.). A aorta toracica descendente foi retirada e acondicionada em placa de
Petri contendo solugdo fisioldgica nutritiva (em mM): 131,25 NaCl, 4,82 KCI, 1,59
CaCly*2H,0, 1,18 KH2PO4, 1,17 MgS04, 14,89 NaHCO3, 5,55 D-glucose e 0,038 EDTA, na
temperatura de ~4 °C, tendo seu tecido conjuntivo e perivascular removido. Em seguida, o vaso
foi seccionado em anéis medindo aproximadamente 3 mm de comprimento. Esses anéis foram
acondicionados, através de hastes conectadas a transdutores, em cubas de vidro contendo 3 mL

de soluc¢do fisioldgica nutritiva constantemente aerada com mistura carbogénica (95% Oz e 5%
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CO>), mantidos a uma temperatura de 37 °C e sob tensdo basal de 2 g. Os registros foram
obtidos por meio de transdutores isométricos, acoplados ao sistema de aquisicdo modelo
PowerLab 8/30, conectado a um computador rodando o software de integragao LabChart versao
7.3.3 (ambos da ADInstruments; Bella Vista, Australia). Foi adotado um intervalo de uma hora
com trocas da solucdo nutritiva a cada 15 minutos, para estabiliza¢do das preparagdes.

Apo6s o periodo de estabilizacdo, a preparacdo foi exposta a uma solu¢do nutritiva
contendo 120 mM de KCl (composi¢ao em mM: 14,37 NaCl, 119,91 KCl, 1,59 CaCl>+2H>0,
1,18 KH2POy4, 1,17 MgSOs4, 14,89 NaHCO3, ¢ 5,55 D-glucose) para avaliar a integridade
funcional e resposta contratil dos anéis de aorta. Ap6s 15 minutos as preparacdes foram lavadas
com solugdo fisiologica nutritiva trés vezes consecutivas. Foi realizado um novo intervalo de
30 minutos para estabilizagdo das preparagdes, com troca de solucdo nutritiva a cada 15
minutos. Em seguida foi induzida contracdo dos anéis por 1 uM de fenilefrina, seguida de
administracdo de 1 pM de acetilcolina ap6s 10 minutos da pré-contragdo. Foram consideradas
preparacdes com endotélio funcional (E+), aquelas que apresentaram um relaxamento igual ou
superior a 80% em resposta a acetilcolina. Os anéis com relaxamento inferior a 5% foram
considerados sem endotélio funcional (E-). Ap6s 10 minutos as preparagdes foram novamente
lavadas, trés vezes consecutivas, com solucdo fisiologica nutritiva. Um novo periodo de
estabilizacdo de uma hora foi aguardado, com troca do liquido nutritivo a cada 15 minutos, e
os anéis de aorta foram expostos a concentragdes crescentes cumulativas (curvas concentragao
resposta; CCRs) dos seguintes agentes: fenilefrina (1 nM — 100 uM), angiotensina II (1 nM — 3
puM) e noradrenalina (1 nM — 30 pM). Os resultados sdo apresentados como a média + erro

padrao da média (EPM) da forca de contragdo (em g) evocada pelas substancias vasoativas (em

log [M]).

2.3.6 Hemograma

Para avaliacao dos parametros hematologicos, foram coletados 4 mL de sangue pela
veia cava inferior dos ratos previamente anestesiados com cetamina e xilazina (100 e 20 mg/kg,
respectivamente, i.p.). O sangue foi acondicionado em tubos contendo 20 Ul de heparina sodica
por mL de sangue e imediatamente analisado utilizando um contador hematologico
automatizado (Horiba ABX®, Micros 60, Montpellier, Franga). Os seguintes parametros foram
mensurados: hemoglobina, leucécitos totais, linfocitos, mondcitos e granulocitos. Os resultados

foram expressos em pl/amostra.
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2.3.7 Determinac¢ao de NOx plasmatico

O volume restante do sangue coletado - conforme especificado anteriormente para o
hemograma - foi centrifugado (4.000 r.p.m. por 15 minutos) para separacao do plasma, o qual
foi congelado a -20 °C até a realizagao das dosagens. O nitrito foi detectado por colorimetria,
através do método de Griess. Para isso, 200 uL. de plasma foi desproteinizado com sulfato de
zinco (20%, 1:10), incubado por 1 hora a 4 °C, seguido de centrifugacdo a 10000 r.p.m. por 15
minutos, também em temperatura de 4 °C. Para a conversao do nitrato a nitrito, 100 pL de
plasma desproteinizado foram incubados em uma placa de 96 pocos mantida a temperatura de
37 °C durante 3 horas com a nitrato redutase expressa em Escherichia coli (ATCC 25922).
Ap6s o periodo de incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 3700 r.p.m. por 15 minutos
para sedimentacdo da bactéria. Em seguida, 100 uL. do sobrenadante foram transferidos para
outra placa de 96 pocos e misturado com o mesmo volume de reagente de Griess (1% de
sulfanilamida em 10% de 4cido fosforico/0,1% de alfa-naftiletilenodiamina em agua de Milli-
Q) por 10 minutos, para posterior leitura a 540 nm em um leitor de placas (Infinite M200, Tecan
Group LTDA, Suica). Curvas padrdo de nitrito e nitrato (0 a 150 uM) foram realizadas
simultaneamente para correlacdo da concentragao obtida nas amostras. Os resultados foram

expressos em uM de NOx.

2.4 GRUPOS E PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
2.4.1 Grupos experimentais e etapas do estudo

Os experimentos foram divididos em 5 partes, as quais estdo descritas brevemente nos
paragrafos abaixo para fins de direcionamento do leitor. Os protocolos experimentais de cada
parte serdo detalhados nos itens subsequentes.

Na parte I deste estudo foi realizada a caracterizagdo do modelo de sepse utilizado
neste trabalho. Para isso, os animais foram divididos em grupo CLP, o qual passou pelo
procedimento descrito no item 2.3.2, e grupo controle (CTR), o qual ndo passou por este
procedimento cirargico. Ainda, foi utilizado um grupo denominado falso operado (sham-
operated; SHAM), onde os animais foram submetidos aos mesmos protocolos do grupo CLP
descrito no item 2.3.2, com excecdo da ligadura e perfuracio do ceco. O grupo CLP foi
subdividido em grupo CLP 6 h e CLP 18 h, os quais foram avaliados 6 e 18 horas apos a
cirurgia, respectivamente, pois a literatura ja demonstrou que esses tempos apresentam

disfungdes cardiovasculares.
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Durante a parte Il foi avaliada a responsividade cardiovascular pela via central e
periférica, e os animais foram divididos em grupos CLP 6 h e CLP 18 h, os quais passaram pelo
procedimento descrito no item 2.3.2, e grupo CTR, o qual ndo passou por este procedimento
cirtrgico. Estes animais foram previamente submetidos ao protocolo de estereotaxia, descrito
no item 2.3.1, e posteriormente ao CLP, submetidos ao protocolo de medida direta da pressao
arterial, descrito no item 2.3.3.

Na parte Ill, os animais foram divididos conforme o anestésico utilizado para o
procedimento de medida direta da pressao arterial para avaliar as administragcdes pela via
central, descrito no item 2.3.3, e assim avaliar se existem implicagdes nas respostas
cardiovasculares devido ao uso de diferentes anestésicos: grupo pentobarbital, com animais
anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/Kg, via ip.), e grupo cetamina/xilazina
anestesiados com 100 e 20 mg/Kg dessas drogas (respectivamente, via i.m.). Esses animais
foram previamente submetidos ao protocolo de estereotaxia, descrito no item 2.3.1.

Para os experimentos da parte IV, foi avaliada a responsividade cardiovascular pela
via central, e os animais foram novamente divididos em grupos CLP 6 h, CLP 18 h, os quais
passaram pelo procedimento descrito no item 2.3.2, e grupo CTR, o qual ndo passou por este
procedimento cirtirgico. Assim como na parte 11, estes animais foram previamente submetidos
ao protocolo de estereotaxia, descrito no item 2.3.1, e posteriormente ao CLP, submetidos ao
protocolo de medida direta da pressdo arterial, descrito no item 2.3.3.

Durante a parte V, além dos grupos CLP 6 h e CTR, um novo grupo foi inserido, o
CLP 6h + CLO, o qual recebeu tratamento com clonidina (50 pg/Kg, s.c.) 1 hora apds a cirurgia
de CLP e 1 hora antes da avaliacao dos parametros cardiovasculares (item 2.3.3), da reatividade
em aorta isolada (item 2.3.5), hemograma (2.3.6) e/ou dosagem de NOx (item 2.3.7). Além
disso, nesta parte o grupo CLP 6 h recebeu via s.c. o veiculo PBS 1 hora ap6s a cirurgia de CLP

e 1 hora antes das avaliagdes.

2.4.2 Protocolos experimentais - Parte I - caracterizacio do modelo de sepse

A parte I deste trabalho foi realizada para caracterizar o modelo de sepse utilizado, nos
tempos de 6 e 18 horas apds CLP. Os animais dos grupos sépticos foram operados como
descrito no item 2.3.2, enquanto no grupo SHAM os animais foram submetidos aos mesmos
protocolos do grupo CLP, com exceg¢do da ligadura e perfuragao do ceco. Os animais do grupo
CTR nao passaram por qualquer procedimento cirurgico. Inicialmente foi realizada uma curva

de mortalidade com os grupos CTR, SHAM e CLP, os quais foram observados a cada 12 horas
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por até 60 horas. Somente aqueles animais que ndo morreram em funcdo do procedimento
cirargico direto ou da anestesia foram considerados para fins de indice de mortalidade. Em uma
outra leva de experimentos, os grupos CTR, SHAM, CLP 6 h e CLP 18 h foram anestesiados
com cetamina/xilazina e submetidos ao procedimento cirturgico descrito no item 2.3.3 para a
medida direta da pressdo arterial. Apos 20 minutos de registro da pressao arterial e FC basal,
todos os animais receberam pela via i.v. fenilefrina em doses crescentes (3, 10 e 30 nmol/Kg),
com intervalos de 10 minutos entre as doses, ou até o desaparecimento do efeito cardiovascular
da dose anterior. Todas as doses foram preparadas em solugdo de PBS estéril em um volume
final de 50 pL e, apos cada administragdo, 150 pL de PBS estéril foram injetados (i.v.) para se
certificar da inexisténcia de volume residual do agente vasoativo no cateter intravenoso.

Uma nova leva de grupos CTR, SHAM e CLP 6 h foi utilizada para a avaliacdo da
reatividade vascular in vitro no modelo de aorta isolada descrita no item 2.3.5, onde observou-
se os efeitos contrateis da fenilefrina e angiotensina II. O hemograma e a dosagem de NOX,
descritos nos itens 2.3.6 e 2.3.7, respectivamente, foram realizados nos grupos CTR, CLP 6 h
e CLP 18 h, utilizando-se amostras de sangue coletadas de animais avaliados em algum dos
experimentos descritos acima. Foi utilizado um n experimental de 5 a 7 animais por grupo. Um

desenho esquematico do protocolo ¢ apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Desenho esquematico ilustrando o protocolo experimental adotado para os experimentos da parte
I. O protocolo experimental aqui demonstrado foi realizado em ratos anestesiados com cetamina/xilazina, 6 ou 18
horas apds a indugdo da sepse (grupo CLP 6 h e CLP 18 h, respectivamente) ou em animais do grupo controle
(CTR) ou falso operado (SHAM). Acima da linha temporal encontram-se descritos os procedimentos e as doses
de drogas utilizadas, e abaixo encontram-se o tempo decorrido, as drogas e concentragdes utilizadas. A: Avaliagdo
da curva de mortalidade dos animais CLP, CTR ¢ SHAM dentro de um periodo de 60 horas, a cada 12 horas. B
Avaliagdo da responsividade periférica in vivo pela fenilefrina em animais CLP 6 ¢ 18 h, CTR ¢ SHAM. A linha
tracejada indica o periodo de registro da pressdo arterial. C: Avaliacdo da responsividade vascular in vitro pela
fenilefrina e angiotensina II em animais CLP 6 h, CTR e SHAM. A linha tracejada indica o periodo de registro
dos anéis de aorta. A coleta de sangue para hemograma e dosagem de nitrito/nitrato (NOx) foi realizada nos
animais do protocolo em B e/ou C. KCI: cloreto de potassio; FE: fenilefrina; ACh: acetilcolina; CCR: curva

concentrag@o-resposta; ANG II: angiotensina II.

2.4.3 Protocolos experimentais - Parte II - responsividade a drogas vasoativas pela via
central e periférica

A parte II teve como objetivo avaliar a responsividade cardiovascular a noradrenalina
e fenilefrina pela via central e periférica em ratos sépticos, 6 € 18 horas ap6s a cirurgia de CLP.
Para isso, os animais do grupo CTR e CLP foram inicialmente submetidos a cirurgia
estereotaxica descrita no item 2.3.1, e ap6s 3 dias de recuperag@o os animais do grupo CLP
foram submetidos a inducao da sepse, descrita no item 2.3.2. Os animais do grupo CTR nao
passaram pelo processo cirargico de CLP. Apos 6 ou 18 horas da indugdo da sepse, todos os
animais foram anestesiados com cetamina/xilazina e submetidos ao procedimento cirdrgico

descrito no item 2.3.3 para a medida direta da pressdo arterial. Ap6s 20 minutos de registro da
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pressdo arterial e FC basal, todos os animais receberam, pela via i.v., doses crescentes de
noradrenalina e fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/Kg), como apresentado anteriormente. A ordem de
administracdo dos vasoconstritores foi randomizada. Em seguida, os mesmos animais
receberam, pela via i.c.v., noradrenalina (10 pg/5 pL) ou fenilefrina (30 pg/5 pL), conforme
descrito no item 2.3.4. Para avaliar a participacdo dos receptores adrenérgicos nas respostas
obtidas ap6s a inje¢do i.c.v. dos agentes vasoativos, diferentes grupos receberam uma
administracao i.c.v. dos antagonistas adrenérgicos prazosina (5 ug/5 pL) ou metoprolol (100
ug/5 uL). Apos 15 minutos, foi realizada uma nova administragdo i.c.v. de noradrenalina ou
fenilefrina, nas concentragdes descritas anteriormente. Devido a similaridade de respostas
apresentadas pelos grupos CLP 6 h e CLP 18 h ap6s administragdes i.c.v., nesse conjunto de
experimentos ndo foi realizada a administrac¢do i.c.v. de fenilefrina no grupo CLP 18 h. Foi
utilizado um » experimental de 6-7 animais por grupo. Um desenho esquematico do protocolo ¢

apresentado na Figura 4.

CLP Pressdo | Administragio

| Administrac3o | | Administragdo | | Administragdo |
- . [ iv. ! ! i.cv ! i.cw ! icwv. -
Estereotaxia CTR arterial -~ ___| | [ ! [ ! ___-Z__ ! Eutanasia
| | 310 30,3 10 30, 15 min
- . BN I SN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NSNS EEEEEEEEEER
3 dias | 6 0ou 18 horas |20 min basal | NE (nmol/Kg) | FE (nmol/Kg) | NE ou FE (10 ou 30 pg/5 uL, r PRAZ ou MET (5 0u 100 |NE ou FE (10 0u 30 pg/S uL,

respectivamente) ug/s ul, respectivamente) respectivamente)

Figura 4. Desenho esquematico ilustrando o protocolo experimental adotado para os experimentos da parte
II. O protocolo experimental aqui demonstrado foi realizado em ratos anestesiados com cetamina/xilazina, 6 ou
18 horas apds a indugdo da sepse (grupo CLP 6 h e CLP 18 h, respectivamente) ou em animais do grupo controle
(CTR). Acima da linha temporal encontram-se descritos os procedimentos e as doses i.v. utilizadas, e abaixo
encontram-se o tempo decorrido, as drogas, vias (i.v. e i.c.v) e doses i.c.v. utilizadas. A linha tracejada indica o

periodo de registro da pressao arterial. NE: noradrenalina; FE: fenilefrina; PRAZ: prazosina; MET: metoprolol.

2.4.4 Protocolos experimentais - Parte III - efeito de diferentes classes de anestésicos
sobre a resposta cardiovascular da administracio central de clonidina e noradrenalina
em ratos controle

A parte III deste trabalho teve como objetivo avaliar a responsividade cardiovascular
a clonidina e noradrenalina pela via i.c.v. em ratos CTR anestesiados com pentobarbital ou
cetamina/xilazina. Inicialmente, todos os animais deste protocolo foram submetidos a cirurgia
estereotaxica descrita no item 2.3.1, e ap6s 3 dias de recuperagao os animais foram submetidos
ao procedimento cirrgico descrito no item 2.3.3 para a medida direta da pressdo arterial.
Devido ao fato de que os animais anestesiados com pentobarbital apresentavam depressao

respiratoria severa, e para evitar viés metodologico, tanto estes animais citados quanto os
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animais anestesiados com cetamina/xilazina, exclusivamente neste protocolo, passaram pelo
procedimento de traqueostomia para respiracdo com o auxilio do ventilador mecéanico, como
descrito no item 2.3.3. Apos 20 minutos de registro da pressao arterial e FC basal, os animais
receberam via i.c.v. clonidina (10 pg/5 pL), seguida de noradrenalina (10 pg/5 pL), conforme
descrito no item 2.3.4 (Figura 5A).

Em outros grupos de animais, anestesiados com cetamina/xilazina, porém sem o
auxilio do ventilador mecanico, foram microinjetados via i.c.v. com clonidina (10 pg/5 uL) ou
dexmedetomidina (0,6 ug/5 plL) e, apds o retorno da pressdo arterial para valores basais,
receberam uma administragao i.c.v. do antagonista a2-adrenérgico ioimbina (5 pg/5 pL) para
bloqueio dos receptores. Apds 15 minutos, uma nova administracdo i.c.v. de clonidina ou
dexmedetomidina foi realizada nesses animais (Figura 5B). Foi utilizado um » experimental de

5-6 animais por grupo. Um desenho esquematico do protocolo ¢ apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Desenho esquematico ilustrando o protocolo experimental adotado para os experimentos da parte
III. O protocolo experimental aqui demonstrado foi realizado em ratos anestesiados com pentobarbital ou
cetamina/xilazina. Acima da linha temporal encontram-se descritos os procedimentos, e abaixo encontram-se o
tempo decorrido, as drogas e doses i.c.v. utilizadas. A linha tracejada indica o periodo de registro da pressao
arterial. A: Avaliacdo da responsividade central a clonidina e noradrenalina em animais anestesiados com
pentobarbital ou cetamina/xilazina. B: Avaliagdo da responsividade central a clonidina e dexmedetomidina pré- e
pés-ioimbina em animais anestesiados com cetamina/xilazina. CLO: clonidina; NE: noradrenalina; DEX:

dexmedetomidina; YO: ioimbina.
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2.4.5 Protocolos experimentais - Parte IV - responsividade a administracio central de
clonidina e dexmedetomidina

A parte IV deste estudo teve como objetivo avaliar a responsividade cardiovascular a
clonidina e dexmedetomidina, pela via i.c.v., em ratos sépticos 6 e 18 horas apos a cirurgia de
CLP. Para isso, o mesmo protocolo da parte I (item 2.4.2) foi adotado. Em resumo, todos os
animais foram inicialmente submetidos a cirurgia estereotaxica descrita no item 2.3.1, e apds 3
dias de recuperacao os animais do grupo CLP foram submetidos a indugao da sepse, descrita
no item 2.3.2. Ap6s 6 ou 18 horas da indugao da sepse, todos os animais foram submetidos ao
procedimento cirargico descrito no item 2.3.3 para a medida direta da pressao arterial. Apos 20
minutos de registro, todos os animais receberam clonidina (10 pg/5 plL) ou dexmedetomidina
(0,6 ng/5 pL) por via i.c.v., conforme descrito no item 2.3.4. Para avaliar a participagdo dos
receptores adrenérgicos nas respostas obtidas, foi realizado uma administragdo i.c.v. dos
seguintes antagonistas adrenérgicos, em diferentes grupos experimentais: prazosina (5 pg/5
pL), ioimbina (5 pg/5 pL), ou metoprolol (100 pg/5 puL). Quinze minutos apos a inje¢do dos
antagonistas, uma nova dose i.c.v. de clonidina ou dexmedetomidina foi administrada. Foi
utilizado um » experimental de 7 animais por grupo. Um desenho esquematico do protocolo ¢
apresentado na Figura 6.

~ r ~ r . s -~ r ~
CLP Pressaol Administragdo | | Administracdo | | Administracdo !

. . i.cwv. l | i.cv. ..
Estereotaxia CTR arteriali___~"___| | -t ! ___-t__1 Eutanasia

EEEEN
3 dias 6 0ou 18 horas 20 min basal

Figura 6. Desenho esquematico ilustrando o protocolo experimental adotado para os experimentos da parte

15 min
EEEEEEEE NSNS SN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEER
CLO ou DEX (10 ou 0,6 PRAZ, YO ou MET (5, 50u 100| CLO ou DEX (10 ou 0,6
ug/5 WL, respectivamente) We/5 uL, respectivamente)  ug/5 UL, respectivamente)

IV. O protocolo experimental aqui demonstrado foi realizado em ratos anestesiados com cetamina/xilazina, 6 ou
18 horas apds a indugao da sepse (grupos CLP 6 h e CLP 18 h, respectivamente), ou em animais do grupo controle
(CTR). Acima da linha temporal encontram-se descritos os procedimentos e abaixo encontram-se o tempo
decorrido, a droga (i.c.v.) e dose utilizada. A linha tracejada indica o periodo de registro da pressao arterial. CLO:

clonidina; DEX: dexmedetomidina; PRAZ: prazosina; YO: ioimbina; MET: metoprolol.

2.4.6 Protocolos experimentais - Parte V - responsividade cardiovascular em ratos
sépticos tratados com clonidina

O objetivo da parte V de experimentos foi avaliar se o tratamento periférico com
clonidina seria capaz de reverter a hiporresponsividade cardiovascular a drogas adrenérgicas
administradas in vitro e in vivo (pela via central e periférica), previamente observada em ratos

sépticos 6 horas ap6s a cirurgia de CLP. Para isso um novo grupo foi inserido, denominado
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CLP + CLO 6 h, o qual teve suas respostas comparadas com os grupos CLP 6 h + PBS (veiculo
da clonidina) e grupo CTR. Em resumo, todos os animais foram inicialmente submetidos a
cirurgia estereotaxica descrita no item 2.3.1, e apos 3 dias de recuperagdo os animais do grupo
CLP foram submetidos a indugdo da sepse, descrita no item 2.3.2. Nesses experimentos, oS
animais receberam duas injecdes s.c. de clonidina (50 pg/Kg; AMBROSE et al., 2000) ou PBS
(1 ml/Kg), a primeira 1 hora apds a cirurgia de CLP, e a segunda 1 hora antes da avaliagdo dos
parametros cardiovasculares (item 2.3.3), da reatividade em aorta isolada (item 2.3.5),
hemograma (2.3.6) e/ou dosagem de NOx (item 2.3.7).

Para a avaliagdo dos parametros cardiovasculares, diferentes grupos de animais
receberam injecdes i.v. de noradrenalina e fenilefrina, nas doses de 3, 10 e 30 nmol/Kg, e pela
via i.c.v., de noradrenalina e clonidina (10 pg/5 pL), como descrito no protocolo I (item 2.4.2).
A reatividade vascular in vitro foi realizada com curvas concentragdo-resposta de fenilefrina,
noradrenalina e angiotensina I, como descrito no item 2.3.5. Para a avaliagdo do hemograma e
NOx, foram coletadas amostras de sangue desses animais (itens 2.3.6 ¢ 2.3.7, respectivamente).
Foi utilizado um n experimental de 5 a 7 animais por grupo. Um desenho esquematico do protocolo

¢ apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Desenho esquematico ilustrando o protocolo experimental adotado para os experimentos da parte
V. O protocolo experimental aqui demonstrado foi realizado em ratos anestesiados com cetamina/xilazina, 6 horas
apos a indugdo da sepse (grupo CLP 6h) tratados com clonidina ou PBS. A: Avaliacdo da responsividade
cardiovascular in vivo para a noradrenalina, fenilefrina e clonidina, administradas no sistema nervoso central
(i.c.v.) ou circulag@o periférica (i.v.). Acima da linha temporal encontram-se descritos os procedimentos, as vias e
as doses utilizadas (i.v. e i.c.v.), e abaixo encontram-se o tempo decorrido, as drogas e dose (i.c.v.) utilizadas. B:
Avaliagdo da responsividade vascular in vitro pela fenilefrina, noradrenalina e angiotensina I em anéis de aorta
de animais do grupo CLP 6 h tratados com clonidina ou PBS. A linha tracejada indica o periodo de registro dos
anéis de aorta. A coleta de sangue para hemograma e dosagem de nitrito/nitrato (NOXx) foi realizada nos animais
de ambos os protocolos. CLO: clonidina; KCI: cloreto de potassio; FE: fenilefrina; ACh: acetilcolina; CCR: curva

concentragdo-resposta; NE: noradrenalina; ANG II: angiotensina II.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + EPM, através de graficos de barras ou
pontos individuais (dot-plots), e o nimero de animais em cada grupo experimental variou de 5
a 7. A andlise estatistica foi realizada utilizando teste ¢ de Student pareado ou nao-pareado, ou
analise de variancia (ANOV A) de uma ou de duas vias, com ou sem medidas repetidas, seguidas
pelo pos-teste de Tukey, Sidak ou Dunnet, quando aplicaveis. Um valor de p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significante. A analise estatistica e os graficos foram preparados

através do programa GraphPad Prism, versdo 9.2 para Windows (GraphPad Software, San

Diego, CA, EUA).
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3 RESULTADOS
3.1 PARTE I: CARACTERIZACAO DO MODELO DE SEPSE

Inicialmente foi realizado uma curva de mortalidade para avaliar a intensidade da sepse
gerada nos animais utilizando o modelo descrito em 2.3.2. A Figura 8 demonstra a taxa de
mortalidade observada nos animais sépticos dentro de 60 horas apds a cirurgia, utilizando como
controle o grupo SHAM e CTR. Os animais do grupo CLP apresentaram uma mortalidade de
30% dentro de 24 horas ap6s a indugdo da sepse, e ao final de 60 horas essa taxa subiu para
50%. Nenhum animal do grupo SHAM e CTR veio a 6bito. Além disso, os animais sépticos
apresentaram sinais fisicos caracteristicos do quadro séptico, tais como piloeregao, letargia e

secre¢ao de porfirina pelos olhos e nariz.
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Figura 8. Curva de mortalidade. Os animais submetidos a cirurgia de indugdo da sepse por ligadura e perfuracio
do ceco (CLP), grupo falso operado (SHAM) e controle (CTR) foram monitorados a cada 12 h, por um periodo de

60 h apos a cirurgia (n = 6 por grupo). Resultados expressos em % de sobrevivéncia.

Para a caracterizacdo dos parametros cardiovasculares na sepse foi realizado o registro
da pressao arterial e FC basal dos grupos CTR, SHAM, CLP 6h e CLP 18h, além da avaliagao
da reatividade vascular in vivo nesses mesmos animais através da administra¢do i.v. do
vasoconstritor fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/Kg). Na Figura 9 (A-C) pode-se observar que os
animais sépticos, tanto 6 como 18 horas apos a CLP apresentaram hipotensao caracteristica do
quadro de sepse (PAM de 70,3 £ 4 mmHg no grupo CLP 6 h e 73,6 + 3 mmHg no grupo CLP
18h) quando comparados com o grupo CTR (PAM de 96,5 = 3 mmHg, p < 0,001) ou com o
grupo SHAM (PAM de 99 + 5 mmHg, p <0,001). Nao houve diferenca na pressao arterial entre
os grupos CTR e SHAM e entre os grupos CLP 6 h e CLP 18 h. J& no parametro FC, observou-
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se diferenca estatisticamente significante entre os grupos CLP 6 h (300 £ 8 bpm) e SHAM (387
+ 35 bpm, p < 0,05), e entre os grupos SHAM e CTR (256 + 14 bpm, p < 0,001), enquanto o
grupo CLP 18 h (320 + 12 bpm) nao diferiu dos demais grupos (Figura 9D). Com relacao a
responsividade frente as drogas vasoativas, observa-se hiporresponsividade somente para a
fenilefrina e apenas no grupo CLP 18 h (Figura 10A-C), sem alteracdes estatisticamente

significantes na FC entre os grupos (Figura 10D).
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Figura 9. Niveis pressoricos reduzidos e aumento da frequéncia cardiaca na sepse. A) Pressdo arterial média
(PAM) basal em mmHg, B) Pressao arterial sistolica (PAS) basal em mmHg, C) Pressdo arterial diastolica (PAD)
basal em mmHg e D) Frequéncia cardiaca (FC) basal em batimentos por minuto (bpm). Os painéis mostram valores
registrados em animais dos grupos controle (CTR; n = 7), falso operado (SHAM; n = 5) e sépticos (CLP 6 h; n =
7 ¢ CLP 18 h; n= 7). Resultados expressos como a média = erro padrao da média e pontos individuais. A diferenca
entre os grupos foi avaliada por ANOVA de uma via seguida de pos-teste de Tukey. * indica p < 0,05, comparado

ao grupo CTR e # indica p < 0,05 comparado ao grupo SHAM.
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Figura 10. Redugao da resposta cardiovascular a administracio periférica de fenilefrina na sepse. Variagéo
em A) Pressdo arterial média (PAM) em mmHg, B) Pressao arterial sistdlica (PAS) em mmHg, C) Presséo arterial
diastdlica (PAD) em mmHg e D) Frequéncia cardiaca (FC) em batimentos por minuto (bpm) dos grupos controle
(CTR), falso operado (SHAM) e sépticos (CLP 6 h e CLP 18 h) ap6s injegao intravenosa de fenilefrina (3, 10 e 30
nmol/Kg). Resultados expressos como a média + erro padrio da média. A diferenca entre os grupos foi avaliada
por ANOVA de duas vias seguida de pds-teste de Tukey. * indica p < 0,05 comparado ao grupo CTR; # indica p
< 0,05 comparado ao grupo SHAM; e + indica p < 0,05 comparado ao grupo CLP 6 h.

Outro achado que confirma o quadro de sepse instalado nos animais submetidos a CLP
no presente estudo ¢ a hiporresponsividade vascular para drogas avaliadas in vitro, conforme
avaliado através do modelo de aorta isolada. Os anéis de aorta do grupo CLP 6 h apresentaram
hipocontratilidade tanto para o vasoconstritor fenilefrina (Figura 11A) quanto para o
vasoconstritor angiotensina II (Figura 11B), quando comparados com os grupos CTR ou
SHAM. Quando removido o endotélio dos anéis (E-; Figura 11C), observou-se um pequeno

aumento da contratilidade a fenilefrina, porém com reducao da poténcia. A Tabela 2 traz os
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dados referentes a resposta maxima (Emax) e concentragdo efetiva para atingir 50% da Emax
(CEso), para os vasoconstritores fenilefrina e angiotensina Il nos anéis de aorta com e sem

endotélio dos animais CTR, SHAM e CLP 6 h.
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Figura 11. Reduc¢fdo na resposta contratil a vasoconstritores em aorta isolada de ratos sépticos. A aorta
toracica dos grupos controle (CTR), falso operado (SHAM) e séptico (CLP 6 h) foram submetidas a concentragdes
crescentes cumulativas de A) fenilefrina (1 nM — 100 puM), B) angiotensina II (1 nM — 3 uM) e C) fenilefrina (1
nM — 100 uM) em anéis sem endotélio (E-). Resultados expressos como a média + erro padrao da média. A
diferenga entre os grupos foi avaliada por ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey. * indica p < 0,05
comparado ao grupo CTR; # indica p < 0,05 comparado ao grupo SHAM.
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Tabela 2. Reducio na resposta contratil maxima (Emax) e na poténcia (-logCEso) a vasoconstritores em

aorta isolada de ratos sépticos.

Emax -log CEsy
CTR SHAM CLP6h CTR SHAM CLP6h
Fenilefrina E+ 2,17+0,07 2,33 +0,07* 1,28+0,06* 7,09+0,11 6,79 +0,09% 6,62 +0,16*
Fenilefrina E- 2,65+ 0,12 - 2,9 +0,08* 7,53+ 0,17 - 6,97 £ 0,09*

Angiotensina Il 0,87 0,05 0,77 £0,02* 0,45+0,04* 7,76 +0,16 7,55+0,09 7,76 +0,3

Resultados expressos como média + erro padrdo da média (n = 6 por grupo). ANOVA de uma via seguida pelo
pos-teste de Tukey (fenilefrina E+ e angiotensina II) e teste ¢ de Student ndo pareado (fenilefrina E-). * indica p <

0,05 comparado ao grupo CTR; # indica p < 0,05 comparado ao grupo SHAM; - indica ndo avaliado.

Outro parametro utilizado como marcador de sepse neste trabalho foi a concentragio
plasmatica de NOx, considerados metabdlitos estaveis de NO e liberados em grandes
quantidades durante a sepse. Como demonstrado na Figura 12, houve um aumento significante
na quantidade de NOx detectada nos grupos CLP 6 h (98,29 + 9,74 uM) e CLP 18 h (193,9 +
10,23 uM), quando comparados com o grupo CTR (53,79 £ 7,67 uM) e quando comparados
entre si (p < 0,01 CTR vs CLP 6 h; p <0,001 CTR vs CLP 18h; p <0,001 CLP 6 hvs CLP 18
h). Devido as diferencas cardiovasculares pouco relevantes para o presente estudo quando os
dados obtidos nos grupos CTR e SHAM foram comparados entre si, tanto esse (NOx
plasmatico) como os demais parametros apresentados neste estudo foram avaliados utilizando-
se somente o grupo CTR (composto por animais naive) para fins de comparacao com os grupos

CLP.

3001
%: 200 .
5 :
= 100- -
P4 o0
0-

CTR CLP6h CLP18h

Figura 12. Aumento dos niveis plasmaticos de nitrato e nitrito (NOx) na sepse. A concentracdo de NOx foi
determinada no plasma dos grupos controle (CTR) e sépticos (CLP 6 h e CLP 18 h). Resultados expressos como
média + erro padrdo da média (n = 6 por grupo). ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey. * indica p

< 0,05 comparado ao grupo CTR ¢ # indica p < 0,05 comparado ao grupo CLP 6 h.
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A Tabela 3 apresenta dados obtidos no hemograma de animais CTR e sépticos, onde
destaca-se a leucocitopenia, com linfocitopenia e monocitopenia, nos grupos CLP 6 h e CLP
18 h, caracteristicas comumente observadas durante a sepse. Além disso, os animais sépticos
de ambos os grupos apresentaram aumento nos niveis de hemoglobina e o grupo CLP 18 h

apresentou granulocitose.

Tabela 3. Analise hematologica de animais sépticos.

Hemograma (103/pL) CTR CLP6h CLP18h
Leucocitos 8,38+0,75 3,81£0,18" 5,057 +0,37"
Hemoglobina 12,22 £ 0,19 14,72 + 0,45 15,12 + 0,33
Linfécitos 5,23 +0,31 1,53+ 0,09 1,45+ 0,85"
Monbcitos 1,23£0,22 0,36 £ 0,02° 0,716 £ 0,98"
Granulécitos 1,88+ 0,31 1,96 +0,18 2,9+0,37

As analises foram realizadas em amostras de sangue dos grupos controle (CTR) e sépticos (CLP 6 h e CLP 18 h).
Resultados expressos como média =+ erro padrdo da média (n = 6 por grupo). ANOVA de uma via seguida pelo

pos-teste de Tukey. * indica p < 0,05 comparado ao grupo CTR.

3.2 PARTE II: RESPONSIVIDADE AS DROGAS VASOATIVAS ADMINISTRADAS
PELA VIA CENTRAL E PERIFERICA EM RATOS SEPTICOS
3.2.1 Responsividade a administracio central e periférica de noradrenalina e fenilefrina
Para avaliar a responsividade cardiovascular frente a agonistas al-adrenérgicos
(noradrenalina e fenilefrina), tanto quando administrados no SNC quanto no sistema periférico
de ratos sépticos, dados de pressao arterial e FC foram analisados em animais anestesiados. Foi
realizada inicialmente a administragdo i.v. de noradrenalina e fenilefrina (3, 10 ¢ 30 nmol/Kg),
seguida da administragado i.c.v. de noradrenalina (10 pg/5 pL) ou fenilefrina (30 pg/5 puL) nos
grupos CTR, CLP 6 h e 18 h. Nao houve taquifilaxia para nenhuma das drogas utilizadas,
observado através de estudos piloto para determinacdo de doses e efeito de administracdes
repetidas, como exemplificado na Figura 13 para duas administragdes de noradrenalina. A
Figura 14 apresenta os resultados comparativos da responsividade apds administracdo central e
periférica de noradrenalina sobre a PAM nos grupos CTR e CLP 6 h. A administracdo central
(i.c.v.) de noradrenalina gerou uma resposta pressora com padrao de duragdo mais prolongada
do que a resposta gerada pela administracdo i.v., onde o retorno para os valores basais aconteceu

de maneira répida (Figuras A e D). Ainda, a administracdo de noradrenalina no SNC (i.c.v.)
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gerou uma resposta pressora em ambos os grupos, porém o efeito registrado no grupo CLP 6 h
foi menor, tanto no valor de resposta maxima (APAM: 20,2 £ 4,2 mmHg) quanto na area sob a
curva (ASC: 260,3 £ 131 UA), quando comparados a resposta maxima (APAM: 51,9 + 3,5
mmHg, p < 0,0001) e area sob a curva (ASC: 656,8 + 110 UA, p < 0,05) do grupo controle,
como observado nas Figuras 14A-C. J& a administra¢do periférica (i.v.) de noradrenalina
resultou em resposta pressora similar entre os grupos CLP 6 h (APAM: 54 + 8,1 mmHg) e CTR
(APAM: 59,2 + 5,9 mmHg, p = 0,613), sem diferenca significativa entre as ASC dos grupos
CLP 6 h(83,9+ 16,6 UA) e CTR (121,5+ 17,2 UA, p = 0,146), como observado nas Figuras
14D-F. Respostas similares foram observadas nos pardmetros de PAS e PAD (dados nao
apresentados). Ja para a FC, a administragdo central (i.c.v.) de noradrenalina induziu uma leve
queda varidvel em ambos os grupos, enquanto a administragado i.v. de noradrenalina induziu um
aumento da FC, a qual retornou para valores basais ap6s cerca de 5 minutos, também em ambos

os grupos, porém nenhuma diferenca estatisticamente significante foi observada (Tabela 4).
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Figura 13. Efeito hipertensor, sem taquifilaxia, da administracido repetida de noradrenalina em ratos
anestesiados saudaveis. Registro de medida da pressdo arterial mostrando a administragdo i.c.v. repetida de

noradrenalina (10 pg/5 uL) em rato saudavel anestesiado com cetamina/xilazina.
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Figura 14. Efeito hipertensor da administracio central e periférica de noradrenalina em ratos anestesiados
saudaveis e submetidos a CLP 6 h. Analise temporal (A), variagdo (B), ¢ area sob a curva do efeito (C) da
noradrenalina administrada no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a pressdo arterial média. D) Analise temporal
do efeito de noradrenalina administrada i.v. sobre a presso arterial média. E) Variag@o na pressdo arterial média
ap6s administracio i.v. de noradrenalina. F) Area sob a curva do efeito de aumento da pressdo arterial média
causada pela administragdo i.v. de noradrenalina. Resultados expressos como média + erro padrdo da média.
ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Sidak (A e D), ou teste ¢ de Student ndo pareado (B, C, E e F). *

indica p < 0,05 comparado ao grupo controle.

Tabela 4. Variacdo na frequéncia cardiaca pela administracio central e periférica de noradrenalina em

ratos anestesiados saudaveis e submetidos a CLP 6 h.

Via de administracao da

. CTR CLPO6O
noradrenalina
1.c.v. (10 pg/5 ul) -3,76 £22.4 -8,72 £ 9,51
1.v. (30 nmol/Kg) 23,11 £13,29 14,57 £ 12,29

Os dados mostram resposta maxima na frequéncia cardiaca (em bpm) de ratos anestesiados saudaveis e sépticos e
s30 expressos como a média + erro padrao da média (n = 6-7 por grupo). Anélise estatistica realizada pelo teste ¢

de Student nao pareado.

O mesmo procedimento de administragao de noradrenalina pela via central e periférica
foi realizado nos animais do grupo CLP 18 h, a fim de comparar com seu respectivo grupo
CTR. Assim como o grupo CLP 6 h, o grupo CLP 18 h apresentou hiporresponsividade a

noradrenalina ap6s administragdo central (i.c.v.), tanto no valor de resposta maxima (APAM:
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20,4 + 2,7 mmHg) quanto na ASC (175,4 + 29 UA), quando comparados as respostas obtidas
no grupo CTR (APAM: 46,9 + 5,1 mmHg, p < 0,001; ASC: 511 + 74,4 UA, p < 0,05), como
pode ser observado nas Figuras 15A-C. Ainda, a administragdo i.v. de noradrenalina pela via
periférica resultou em resposta pressora maxima similar entre os grupos CLP 18 h (APAM: 54
+ 8,1 mmHg) e CTR (APAM: 59,2 + 5,9 mmHg, p = 0,613), porém com redug@o na area sob a
curva do grupo CLP 18 h em relacdo ao grupo CTR (ASC de 137 + 8,6 e 302,3 + 42,9 UA,
respectivamente, p < 0,05), com redu¢ao marcante no tempo de duragdo da resposta pressora,
como mostrado nas Figuras 15D-F. Novamente, respostas similares foram observadas nos
parametros de PAS, PAD (dados n3o apresentados). Ja para a FC, a administragdo central
(i.c.v.) de noradrenalina induziu uma queda em ambos os grupos, porém o grupo CLP 18 h
apresentou uma queda menor quando comparado ao grupo CTR, sendo essa diferenca
estatisticamente significante somente na analise temporal (Figura 16 A). A administragdo i.v.
de noradrenalina induziu uma resposta bifasica, inicialmente com uma queda rapida e
posteriormente com aumento da FC, a qual retornou para valores basais apos cerca de 7
minutos, também em ambos os grupos, porém nenhuma diferenca estatisticamente significante

foi observada (Figura 16).
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Figura 15. Efeito hipertensor da administra¢ao central e periférica de noradrenalina em ratos anestesiados
saudaveis e submetidos 2 CLP 18 h. Analise temporal (A), variacdo (B), e area sob a curva do efeito (C) da
noradrenalina administrada no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a pressdo arterial média. D) Analise temporal
do efeito de noradrenalina administrada i.v. sobre a pressdo arterial média. E) Variagao na pressdo arterial média
ap6s administragdo i.v. de noradrenalina. F) Area sob a curva do efeito de aumento da pressio arterial média
causada pela administragdo i.v. de noradrenalina. Resultados expressos como média + erro padrdo da média.
ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Sidak (A e D), ou teste ¢ de Student ndo pareado (B, C, E e F). *

indica p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 16. Efeito cardiaco da administracdo central e periférica de noradrenalina em ratos anestesiados
saudaveis e submetidos & CLP 18 h. Analise temporal (A), variagcdo (B), e area sob a curva do efeito (C) da
noradrenalina administrada no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a frequéncia cardiaca. D) Analise temporal do
efeito de noradrenalina administrada i.v. sobre a frequéncia cardiaca. E) Variacdo na frequéncia cardiaca apos
administragdo i.v. de noradrenalina. F) Area sob a curva do efeito de aumento da frequéncia cardiaca causada pela
administragdo i.v. de noradrenalina. Resultados expressos como média =+ erro padrdao da média. ANOVA de duas
vias seguida pelo pos-teste de Sidak (A e D), ou teste ¢ de Student ndo pareado (B, C, E e F). * indica p < 0,05

comparado ao grupo controle.

Nos grupos CLP 6 h e CTR também foram avaliados quanto a responsividade para
fenilefrina administradas pelas viasi.c.v. e i.v.. Similar a resposta observada para noradrenalina,
os animais do grupo CLP 6 h apresentaram respostas reduzidas a fenilefrina administrada pela
viai.c.v. (APAM: 16,4 £3,6 mmHg; ASC: 151,3 £37 UA), comparada as respostas verificadas
no grupo CTR (APAM: 35,7 + 4,8 mmHg, p < 0,05; ASC: 392,6 + 87,7 UA, p <0,05), como
pode ser observado nas Figuras 17A-C. Seguindo o mesmo padrdo encontrado para a
noradrenalina, na Figura 17D-F nota-se que quando a fenilefrina foi administrada via i.v. ndo
ha diferenca entre os grupos no que se refere a resposta maxima registrada (APAM foi de 60,5
+ 7,2 mmHg e 49,5 £ 6,2 mmHg, nos grupos CLP 6 h e CRT, respectivamente; p = 0,271;
Figura 16E). Apesar dos efeitos pressoricos da fenilefrina também terem durado menos tempo
no grupo CLP 6 h (Figura 17D), a comparacdo estatistica da ASC ndo apontou diferenga
significativa (valor de p = 0,058) entre os grupos (89,9 = 21,3 UA e 171,1 £ 31,4 UA).
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Novamente, respostas similares foram observadas nos pardmetros de PAS e PAD (dados nao
apresentados). Ja para a FC, a administragdo central (i.c.v.) de fenilefrina induziu uma queda
em ambos os grupos, porém o grupo CLP 6 h apresentou uma queda menor quando comparado
ao grupo CTR, com reducao na resposta maxima (AFC: -20,8 & 3,5 bpm) e na area sob a curva
(ASC: 236,7 £ 47,7 UA) comparados ao grupo CTR (AFC: -47,8 £+ 8,4 bpm, p < 0,05; ASC:
823,6 £ 217,4 UA, p < 0.05), indicando hiporresponsividade cardiaca, como observado na
Figura 18A-C. Diferente da administracao i.v. de noradrenalina, onde uma resposta bifasica foi
observada (Figura 16D), a administra¢dao i.v. de fenilefrina induziu somente uma resposta
bradicardica, a qual retornou para valores basais em menos de 2 minutos em ambos 0s grupos,

sem nenhuma diferenga estatisticamente significante (Figura 18D-F).
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Figura 17. Efeito hipertensor da administraciio central e periférica de fenilefrina em ratos anestesiados
saudaveis e submetidos 2 CLP 6 h. Analise temporal (A), variagdo (B), e area sob a curva do efeito (C) da
noradrenalina administrada no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a pressao arterial média. D) Analise temporal
do efeito de fenilefrina administrada i.v. sobre a pressdo arterial média. E) Variacdo na pressao arterial média apos
administragio i.v. de fenilefrina. F) Area sob a curva do efeito de aumento da pressio arterial média causada pela
administragdo i.v. de fenilefrina. Resultados expressos como média + erro padrao da média. ANOVA de duas vias
seguida pelo pos-teste de Sidék (A e D), ou teste 7 de Student néo pareado (B, C, E e F). * indica p < 0,05 comparado

ao grupo controle.
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Figura 18. Efeito cardiaco da administracio central e periférica de fenilefrina em ratos anestesiados
saudaveis e submetidos a CLP 6 h. Analise temporal (A), variagdo (B), ¢ area sob a curva do efeito (C) da
fenilefrina administrada no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a frequéncia cardiaca. D) Analise temporal do
efeito de fenilefrina administrada i.v. sobre a frequéncia cardiaca. E) Varia¢do na frequéncia cardiaca apds
administragio i.v. de fenilefrina. F) Area sob a curva do efeito de aumento da frequéncia cardiaca causada pela
administracdo i.v. de fenilefrina. Resultados expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas vias
seguida pelo pos-teste de Sidék (A e D), ou teste 7 de Student ndo pareado (B, C, E e F). * indica p < 0,05 comparado

ao grupo controle.

3.2.2 Responsividade a administracio central de prazosina e metoprolol sobre a
noradrenalina e fenilefrina

Para verificar quais receptores adrenérgicos estdo envolvidos nas respostas frente a
noradrenalina e fenilefrina administrada diretamente no SNC nos grupos CTR e CLP 6 h, foram
realizados experimentos com uma administragdo i.c.v. dos antagonistas prazosina (ol-
adrenérgico) e metoprolol (B1-adrenérgico) antes dos agonistas adrenérgicos. A Figura 19
apresenta os efeitos da administragdo central da prazosina e do metoprolol sobre a PAM e FC.
A microinje¢do de prazosina induziu uma leve redugdo na PAM basal tanto na resposta maxima
dos animais do grupo CTR (APAM: -8,57 + 2,8 mmHg, n = 7) quanto CLP 6 h (APAM: -9 +
0,9 mmHg, n = 6), sem diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Figura 18A).
Com relagdo a FC, a prazosina gerou um pequeno aumento no grupo CTR (AFC: 10,35 + 5,2

bpm) e uma reducdo quase imperceptivel no grupo CLP 6 h (AFC: -3 &+ 3,2 bpm), sem diferenga
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estatistica entre os grupos (Figura 19B). J4 a microinje¢do de metoprolol aumentou a PAM do
grupo CLP 6 h (APAM: 7,8 £ 2,8 mmHg, n = 6), e reduziu a PAM no grupo CTR (APAM: -8,6
+ 2,2 mmHg, n =7; p < 0,001 entre os grupos), como mostrado na Figura 19C. Além disso, os
dados plotados na Figura 19D mostra que embora ambos os grupos tenham apresentado redugao
na FC apos a microinje¢dao de metoprolol, a intensidade desse efeito foi maior no grupo CLP 6

h do que no grupo CTR (AFC: -55,7 £ 8,2 bpm e -20,9 &= 11,6 bpm, respectivamente; p < 0,05).
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Figura 19. Efeito cardiovascular a administraciio central de prazosina e metoprolol sobre os parimetros
basais em ratos anestesiados controle e CLP 6 h. Efeito da administragdo da prazosina (5 pg/5 uL) administrada
no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a pressdo arterial média (A) e frequéncia cardiaca (B). Efeito da
administragdo do metoprolol (100 pg/5 ul) administrado no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a pressao arterial
média (C) e frequéncia cardiaca (E). Resultados expressos como média + erro padrao da média. Teste ¢ de Student

ndo pareado. * indica p < 0,05 comparado ao grupo controle.

A Figura 20 apresenta os resultados comparativos da responsividade a noradrenalina
e fenilefrina (administradas via i.c.v.), antes e depois da prazosina, com andlise dos efeitos dos

agonistas sobre a PAM e FC, tanto no grupo CTR como CLP 6 h. Nos animais saudaveis (grupo
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CTR), a microinje¢@o de prazosina reduziu o aumento da PAM induzido pela noradrenalina de
51,9+ 3,3 para 24,6 £ 8 mmHg (n =7, p <0,05; Figura 20A), diferenca essa também observada
na area sob a curva (p < 0,01; Figura 20B). Entretanto, o tratamento com prazosina nao alterou
significativamente a ja reduzida resposta pressorica para a noradrenalina no grupo CLP 6 h,
(APAM de 20,2 +4,2 ¢ 12,7 £ 1,4 mmHg, antes e ap0Os a prasozina, respectivamente; n = 6, p
=0,597; Figura 20A). A prazosina nao alterou a resposta maxima e a area sob a curva gerada
pela noradrenalina na FC em nenhum dos grupos (Figuras 20C e D). Ja o efeito pressorico da
fenilefrina foi reduzido pela prazosina em ambos os grupos, como apresentado na Figura 20E
(APAM: grupo CTR, de 35,7 + 4,8 para 6,2 + 5 mmHg, n = 6, p < 0,0001; grupo CLP 6 h, de
16,4 +3,6 para 2,5 £+ 2 mmHg, n=6, p <0,01). Porém, ao analisar a area sob a curva, somente
a area do grupo CTR foi estatisticamente reduzida (CTR: p <0,0001, CLP 6 h: p =0,154; Figura
20F). A bradicardia na resposta maxima de FC frente a microinjecdo central de fenilefrina foi
reduzida pela prazosina, também em ambos os grupos (CTR: de -47,8 £ 8,4 para 5,7 + 5,2 bpm,
n=06, p<0,0001; CLP 6 h: de -20,8 £ 3,5 para 2,5 = 2,1 bpm, n = 6, p < 0,05, Figura 20G).
Assim como observado para a area sob a curva da PAM, a area sob a curva da FC somente

apresentou reducao no grupo CTR (p < 0,05, Figura 20H).
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Figura 20. Efeito cardiovascular da administraciio central de prazosina sobre a acio da noradrenalina e
fenilefrina em ratos saudaveis e submetidos a CLP. Variagio ¢ area sob a curva do efeito da noradrenalina (10
pg/5 ul) administrada no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a pressdo arterial média (A e B, respectivamente)
e frequéncia cardiaca (C e D, respectivamente) antes e depois da administragdo i.c.v. de prazosina (5 pg/5 pL).
Variagdo e area sob a curva do efeito da fenilefrina (30 pg/5 pulL) administrada via i.c.v. sobre a pressdo arterial
média (E e F, respectivamente) e frequéncia cardiaca (G e H, respectivamente) antes e depois da administracdo
i.c.v. de prazosina. Resultados expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas vias seguida pelo

pos-teste de Tukey. * indica p < 0,05 comparado a resposta pré-prazosina.

A Figura 21 apresenta os resultados comparativos da responsividade central a
noradrenalina, antes e depois da administragdo de metoprolol, sobre a PAM e FC em ambos os
grupos. Nos animais CTR, a microinje¢ao de metoprolol reduziu a resposta pressora induzida
pela noradrenalina na PAM de 37,5 = 5,6 mmHg para 18,54 = 4,7 mmHg (n =7, p < 0,01,
Figura 21A), diferenca também observada na éarea sob a curva (p < 0,01, Figura 21B). Assim
como nos animais CTR, houve redugdo da resposta pressora induzida por noradrenalina frente
a microinjecao prévia de metoprolol no grupo CLP 6 h, onde a resposta madxima em PAM
passou de 24,3 + 2,6 mmHg para 10 + 3 mmHg (n =6, p < 0,05, Figura 21A), redugao também
observada na area sob a curva (p < 0,05, Figura 21B). O metoprolol ndo induziu diferengas

estatisticamente significantes na resposta gerada pela noradrenalina na FC maxima de ambos
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os grupos (Figura 21C), mas reduziu a area sob a curva no grupo CLP 6 h (p < 0,05 Figura

21D).
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Figura 21. Efeito cardiovascular da administracio central de metoprolol sobre a acio da noradrenalina em
ratos saudaveis e submetidos a CLP. Variagdo e area sob a curva do efeito da noradrenalina (10 pg/5 pL)
administrada no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a pressdo arterial média (A e B, respectivamente) e
frequéncia cardiaca (C e D, respectivamente) antes e depois da administracao i.c.v. de metoprolol (100 ug/5 uL).
Resultados expressos como média + erro padrao da média. ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey.

* indica p < 0,05 comparado a resposta pré-metoprolol.
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3.3 PARTE III: EFEITO DE ANESTESICOS SOBRE A RESPOSTA CARDIOVASCULAR
PELA ADMINISTRACAO CENTRAL DE CLONIDINA E NORADRENALINA EM
RATOS CONTROLE
3.3.1 Responsividade a administraciao central de clonidina e noradrenalina

Com o objetivo de verificar a influéncia dos diferentes tipos de anestésicos utilizados
em estudos experimentais, animais sauddveis normotensos foram anestesiados com
pentobarbital sdédico ou cetamina/xilazina, e receberam via i.c.v. clonidina (10 pg/5 pL) e
noradrenalina (10 pg/5 pL). Os animais do grupo pentobarbital apresentaram queda na pressao
arterial apos a administracdo de clonidina (APAM: -40,7 £ 6 mmHg), enquanto o grupo
cetamina/xilazina apresentou, de maneira oposta, aumento na pressao arterial (APAM: 29,4 +
5 mmHg; p < 0,0001). Ambos os grupos apresentaram queda na FC, porém o grupo
pentobarbital apresentou uma queda mais intensa (AFC: -133,7 + 15 bpm), comparado ao grupo
cetamina/xilazina (AFC: -33,6 = 5 bpm; p < 0,0001), sugerindo uma modulacdo da resposta

cardiovascular pelos anestésicos (Figura 22).
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Figura 22. Efeito cardiovascular da administracio central de clonidina dependente do tipo de anestésico em
ratos saudaveis sob ventilacio mecanica. Registro de medida da pressdo arterial mostrando a administragdo i.c.v.
de clonidina (10 pg/5 pL) em A) ratos anestesiados com pentobarbital sédico e B) animais anestesiados com
cetamina/xilazina. Analise temporal ¢ variagdo ap6s administragdo i.c.v. de clonidina em tatos anestesiados com
pentobarbital sodico (circulo preto) e cetamina/xilazina (quadrado branco), respectivamente: C ¢ D) da alteragéo
na pressao arterial sistdlica; E e F) da alterag@o na pressdo arterial diastdlica; G ¢ H) alterag@o na pressdo arterial
média e I e J) alteracdo na frequéncia cardiaca. Resultados expressos como média + erro padrdo da média (n = 5-
6 por grupo). ANOVA de uma via com medidas repetidas seguida pelo pos-teste de Dunnet (C, E, G e I), ou teste
t de Student ndo pareado (D, F, H e J). * indica p < 0,05 comparado ao valor basal do proprio grupo e # indica p <

0,05 comparado ao grupo pentobarbital.

J4 quando administrado noradrenalina i.c.v., ambos os grupos apresentaram aumento
na pressdo arterial, porém o grupo cetamina/xilazina apresentou um maior aumento (APAM:
42,8 £ 7,8 mmHg) em relagdo ao grupo pentobarbital (APAM: 18,9 + 5,5 mmHg; p < 0,05).

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas alteragdes de FC entre os
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grupos (AFC do grupo pentobarbital: 7,4 + 9 bpm; cetamina/xilazina: -1,6 = 15 bpm; p = 0,63),

como mostrado na Figura 23.
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Figura 23. Efeito cardiovascular da administraciio central de noradrenalina conforme o tipo de anestésico
em ratos saudaveis sob ventilacio mecanica. Analise temporal e variagdo apds administragdo i.c.v. de
noradrenalina em ratos anestesiados com pentobarbital soédico (circulo preto) e cetamina/xilazina (quadrado
branco), respectivamente: A e B) da alteracdo na pressdo arterial sistolica; C e D) da alteragdo na pressdo arterial
diastdlica; E e F) alteracdo na pressdo arterial média e G e H) alteracdo na frequéncia cardiaca. Resultados
expressos como média + erro padrio da média (n = 5-6 por grupo). ANOVA de uma via com medidas repetidas
seguida pelo pds-teste de Dunnet (A, C, E e G), ou teste ¢ de Student ndo pareado (B, D, F ¢ H). * indica p < 0,05

comparado ao valor basal do proprio grupo e # indica p < 0,05 comparado ao grupo pentobarbital.

3.3.2 Responsividade a administracdo central de ioimbina sobre a clonidina e
dexmedetomidina

Para verificar se o efeito pressor da clonidina i.c.v. observado quando os animais foram
anestesiados com cetamina/xilazina seria dependente da ligagdo em receptores a2-adrenérgicos,
os animais receberam clonidina ou dexmedetomidina (0,6 pg/5 pl), antes e apOs o antagonista
a2-adrenérgico ioimbina (5 pg/5 pL). Assim como a clonidina, a administragdo i.c.v. de
dexmedetomidina em animais anestesiados com cetamina/xilazina resultou em efeito

hipertensor (APAM: 21 + 3,7 mmHg) e queda na FC (AFC: -50 = 15 bpm). Apos a
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administragdo i.c.v. do antagonista ioimbina, tanto a clonidina quanto a dexmedetomidina
apresentaram reducdo no efeito pressorico em relacdo ao aumento inicial da pressdo arterial
(APAM clonidina poés-ioimbina: 9,9 + 2,3 mmHg, p < 0,05; APAM dexmedetomidina pos-
ioimbina: 6,7 = 1,1 mmHg, p < 0,05), porém sem alteragdes estatisticamente significantes na
queda da FC (AFC clonidina pés-ioimbina: 6,5 = 6 bpm, p = 0,8; AFC dexmedetomidina pos-

ioimbina: -23,7 £ 8 bpm, p = 0,36), como apresentado na Figura 24.
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Figura 24. Efeito hipertensor da administracio central de clonidina e dexmedetomidina via receptores o2-
adrenérgicos. Analise temporal e variacdo da microinjecdo i.c.v. de clonidina (10 pg/5 pL) antes (circulos pretos)
e depois (quadrados brancos) da administracao i.c.v. de ioimbina (5 pg/5 puL) na pressdo arterial sistdlica (A e B,
respectivamente) e frequéncia cardiaca (C). Analise temporal e variagdo da microinje¢do i.c.v. de
dexmedetomidina (0,6 pg/5 pL) antes (circulos pretos) e depois (quadrados brancos) da administragdo i.c.v. de
ioimbina na pressao arterial sistolica (D e E, respectivamente) e frequéncia cardiaca (F). Resultados expressos
como dot plot e média + erro padrdo da média (n = 6 por grupo). ANOVA de duas vias com medidas repetidas e
pos-teste de Sidak (A, C, D e F), ou teste ¢ de Student pareado (B e E). * indica p < 0,05 comparado com valores

basais intragrupo e # indica p < 0,05 comparado com antes da administra¢ao de ioimbina.
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3.4 PARTE IV: RESPONSIVIDADE A ADMINISTRACAO CENTRAL DE CLONIDINA
EM RATOS SEPTICOS
3.4.1 Responsividade a administracio central de clonidina

Para verificar se existe hiporresponsividade cardiovascular de origem central frente ao
agonista o2-adrenérgico clonidina durante a sepse em diferentes tempos, os dados de pressao
arterial e FC foram analisados em animais anestesiados com cetamina/xilazina. Foi realizada a
administracdo i.c.v. de clonidina (10 pg/5 pL) nos grupos CTR, CLP 6 e 18 h. Na Figura 25
encontram-se os resultados comparativos da responsividade central de clonidina sobre a pressao
arterial média dos grupos. A administragdo de clonidina via i.c.v. gerou uma resposta pressora
em ambos os grupos, porém o grupo CLP 6 h apresentou hiporresponsividade cardiovascular,
tanto no valor de resposta méxima (APAM: 10,4 = 2,5 mmHg) quanto na area sob a curva (ASC:
79,5 = 17,3 UA), quando comparados a resposta maxima do grupo CTR (APAM: 24,2 + 2
mmHg, p < 0,01) e area sob a curva do mesmo (ASC: 387,2 + 58 UA, p < 0,001), como
observado nas Figuras 25A-C. Do mesmo modo, os animais do grupo CLP 18 h apresentaram
hiporresponsividade cardiovascular a clonidina via i.c.v., tanto no valor de resposta maxima
(APAM: 5,1 + 1,6 mmHg) quanto na &rea sob a curva (ASC: 54,6 + 33 UA), quando comparados
a resposta maxima do grupo CTR (APAM: 21,4 + 4 mmHg, p < 0,01) e area sob a curva do
mesmo (ASC: 184,7 = 39,2 UA, p < 0,05), como observado nas Figuras 25D-F. Respostas

similares foram observadas nos pardmetros de PAS e PAD (dados ndo apresentados).
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Figura 25. Efeito hipertensor da administracio central de clonidina i.c.v. em ratos anestesiados controle e
sépticos. Analise temporal (A), variagdo (B), ¢ area sob a curva do efeito (C) da clonidina administrada no sistema
nervoso central (i.c.v.) sobre a pressdo arterial média de ratos controle e submetidos & CLP 6 h. Analise temporal
(D), variagdo (E), e area sob a curva do efeito (F) da clonidina administrada no sistema nervoso central (i.c.v.)
sobre a pressdo arterial média de ratos controle e submetidos a CLP 18 h. Resultados expressos como média =+ erro
padrio da média. ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Sidak (A e D), ou teste # de Student niio pareado
(B, C, E e F). * indica p < 0,05 comparado ao grupo controle.

Jano parametro da FC, a administracao de clonidina via i.c.v. causou uma diminui¢ao
na FC em ambos os grupos, sem altera¢do na resposta maxima dos grupos CLP 6 ¢ CLP 18 h
em relag¢do ao grupo CTR (Figura 26A, B, D e E). Porém, tanto o grupo CLP 6 h quanto o grupo
CLP 18 h apresentaram diminui¢@o no tempo de duragao da resposta cardiaca a clonidina, como
pode ser observado pela area sob a curva apresentadas nas Figuras 26C e F (CLP 6 h: 89,7 +
32,6 UA; ASC CLP 18 h: 109,1 + 37,7 UA), quando comparados a area sob a curva dos
respectivos grupos CTR (CTR 6 h: 464,7 = 101,5 UA, p <0,05; CTR 18 h: 416 + 56,3 UA, p
<0,001).
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Figura 26. Efeito cardiaco da administracdo central de clonidina i.c.v. em ratos anestesiados controle e
sépticos. Analise temporal (A), variagdo (B), ¢ area sob a curva do efeito (C) da clonidina administrada no sistema
nervoso central (i.c.v.) sobre a frequéncia cardiaca de ratos controle e submetidos & CLP 6 h. Analise temporal
(D), variagdo (E), e area sob a curva do efeito (F) da clonidina administrada no sistema nervoso central (i.c.v.)
sobre a frequéncia cardiaca de ratos controle e submetidos & CLP 18 h. Resultados expressos como média + erro
padrio da média. ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Sidak (A e D), ou teste # de Student niio pareado
(B, C, E e F). * indica p < 0,05 comparado ao grupo controle.

3.4.2 Responsividade a administraciao central de ioimbina, prazosina e metoprolol sobre
a clonidina e dexmedetomidina

Para verificar quais receptores adrenérgicos estdo envolvidos nas respostas frente a
clonidina e dexmedetomidina administradas no SNC nos grupos CTR e CLP 6 h, foi realizada
uma administracdo 1i.c.v. dos antagonistas ioimbina (02-adrenérgico), prazosina (ol-
adrenérgico) e metoprolol (B1-adrenérgico). Apds 15 minutos, uma nova administragdo i.c.v.
de clonidina ou dexmedetomidina foi realizada. A Figura 27 apresenta os resultados da
administracdo do antagonista ioimbina sobre a PAM e FC em ambos os grupos. A microinje¢ao
de ioimbina induziu uma pequena redugao na PAM basal tanto na resposta maxima dos animais
CTR (APAM: -6,95 + 3,4 mmHg, n = 7) quanto CLP 6 h (APAM: -1,3 + 2,7 mmHg, n = 7),
porém sem diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Figura 27A). Na FC foi

observado um aumento no grupo CTR (AFC: 23,4 + 12,2 bpm) e CLP 6 h (AFC: 12,8 + 4,2
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bpm), sem diferenga estatistica entre os grupos (Figura 27B). Cabe ressaltar que dois animais
do grupo CTR e um do grupo CLP 6 h apresentaram diminui¢ao da FC.

A Figura 28 apresenta os resultados comparativos da responsividade central a
clonidina e dexmedetomidina, antes e depois da administra¢ao de ioimbina, sobre a PAM e FC
em ambos os grupos. Nos animais CTR, a microinjecao de ioimbina reduziu a resposta pressora
induzida pela clonidina na APAM de 23,4 + 3,4 para 10 = 2,3 mmHg (n =6, p <0,0001, Figura
28A), assim como nos animais CLP 6 h, no qual a resposta pressora induzida pela clonidina na
APAM passou de 12,5 + 1,6 para 5,4 = 0,5 mmHg (n =6, p <0,01; Figura 28A), porém com
diferenca estatistica na area sob a curva somente para o grupo CTR (CTR: p < 0,05; CLP 6 h:
p =0,734; Figura 28B). A administragcdo de ioimbina aumentou resposta gerada pela clonidina
na FC maxima no grupo CTR de -17 £+ 6,5 para 18 £ 12,8 bpm (n = 6, p < 0,05, Figura 28C),
entretanto, ndo alterou a resposta da clonidina na FC do grupo CLP 6 h e na area sob a curva
em nenhum dos grupos (Figura 28C e D). De maneira similar, a resposta induzida pela
dexmedetomidina foi reduzida pela ioimbina no grupo CTR na resposta maxima da APAM
(CTR: de 20,8 + 3,2 para 6,7 = 1,1 mmHg, n= 6, p <0,01; Figura 28E), porém sem diferenca
estatistica na resposta maxima da APAM para o grupo CLP 6 h (p = 0,0775; Figura 28E) e na
area sob a curva de ambos os grupos (Figura 28F). Ja na FC, a ioimbina ndo influenciou a
resposta gerada pela dexmedetomidina na FC maxima de ambos os grupos (Figura 28G), mas

reduziu a area sob a curva somente do grupo CTR (p < 0,05; Figura 28H).
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Figura 27. Efeito cardiovascular da administracio central de ioimbina sobre os parametros basais em ratos
anestesiados controle e CLP 6 h. Efeito da administracdo i.c.v. de ioimbina sobre a pressdo arterial (A) e

frequéncia cardiaca (B). Resultados expressos como média + erro padrdo da média. Teste ¢ de Student ndo pareado.
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Figura 28. Efeito cardiovascular da administracio central de ioimbina sobre a acio da clonidina e
dexmedetomidina em ratos saudaveis e submetidos a CLP. Varia¢ao e area sob a curva do efeito da clonidina
(10 pg/5 pL) administrada no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a pressdo arterial média (A e B,
respectivamente) e frequéncia cardiaca (C e D, respectivamente) antes e depois da administragédo i.c.v. de ioimbina
(5 pg/5 pL). Variagéo e area sob a curva do efeito da dexmedetomidina (0,6 pg/5 plL) administrada via i.c.v. sobre
a pressao arterial média (E e F, respectivamente) e frequéncia cardiaca (G e H, respectivamente) antes e depois da
administragdo i.c.v. de ioimbina. Resultados expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas

vias seguida pelo pds-teste de Tukey. * indica p < 0,05 comparado a resposta pré-prazosina.

A Figura 29 apresenta os resultados comparativos da responsividade central a
clonidina antes e depois da administragdo de prazosina e metoprolol, sobre a PAM e FC em
ambos os grupos. Nos animais do grupo CTR, a microinje¢do de prazosina reduziu a resposta
pressora induzida pela clonidina na APAM de 24,2 + 2,1 para 14,4 + 3,7 mmHg (n=7, p <
0,05; Figura 29A) e na area sob a curva (AUC de 387,2 + 58 UA para 157,1 £ 58,5 UA,n=7,
p < 0,05; Figura 29B). Nos animais do grupo CLP 6 h, ndo houve diferenga estatistica tanto
para resposta maxima em PAM e na area sob a curva (Figura 29B), e a resposta pressora
induzida pela clonidina na APAM passou de 10,4 + 2,5 mmHg para 11,2 + 2,7 mmHg (n=6, p

= 0,975; Figura 29A). A prazosina reduziu a resposta cronotropica negativa no grupo CTR
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(AFC de -26,3 £ 9,7 para -2,1 = 10,7 bpm, n = 7, p < 0,05; Figura 29C e D), sem alterar esse
parametro no grupo CLP 6 h (n = 6, p = 0,922; Figura 29C e D). Similarmente, o metoprolol
nao reduziu a resposta pressora para clonidina no grupo CTR, porém sem diferenga estatistica
na area sob a curva (Figura 29F). Ja no grupo CLP 6 h, o metoprolol ndo foi capaz de alterar de
maneira estatisticamente significante as respostas para clonidina tanto na PAM quanto na FC
(Figura 29E-H). Por exemplo, no grupo CTR o metoprolol reduziu a resposta maxima para
clonidina na APAM de 29 + 3,7 para 14,5 + 1,9 mmHg (n= 6, p <0,05; Figura 29E) e no grupo
CLP6hde9,4+1,9para4,6 +1,3 mmHg (n=6, p=0,869; Figura 29E).
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Figura 29. Efeito cardiovascular da administracdo central de prazosina e metoprolol sobre a acdo da
clonidina em ratos saudaveis e submetidos a CLP. Variagdo e area sob a curva do efeito da clonidina (10 pg/5
pL) administrada no sistema nervoso central (i.c.v.) sobre a pressdo arterial média (A e B, respectivamente) e
frequéncia cardiaca (C e D, respectivamente) antes e depois da administragdo i.c.v. de prazosina (5 pug/5 pL).
Variagdo e area sob a curva do efeito da clonidina administrada via i.c.v. sobre a pressdo arterial média (E e F,
respectivamente) e frequéncia cardiaca (G e H, respectivamente) antes e depois da administra¢do i.c.v. de
metoprolol (100 pug/5 pL). Resultados expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas vias

seguida pelo pos-teste de Tukey. * indica p < 0,05 comparado a resposta pré-prazosina.
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3.5 PARTE V: RESPONSIVIDADE A ADMINISTRACAO CENTRAL DE CLONIDINA
EM RATOS SEPTICOS TRATADOS COM CLONIDINA

Para avaliar se o tratamento periférico com clonidina reverte os parametros
hematoldgicos e cardiovasculares observados na sepse apds 6 horas de indugdo, os animais
tratados (grupo CLP 6 h + CLO) tiveram o sangue coletado para hemograma e dosagem de
NOx e comparados com os dados dos animais dos grupos CLP 6 h e CTR. Os animais tratados
com clonidina apresentaram um aumento da produgao de NOx, tanto comparado ao grupo CTR
quanto ao grupo CLP 6 h, (193,8 +£48,5 uM; p <0,01, para ambas as comparagdes (Figura 30).
O tratamento ndo foi capaz de reverter a leucocitopenia e a linfocitopenia observada nos animais
sépticos. Houve somente diferenca estatisticamente significativa nos niveis de hemoglobina,
onde o grupo tratado apresentou redu¢do em relagcdo ao grupo CLP 6 h, se aproximando dos

valores encontrado no grupo CTR (Tabela 5).
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Figura 30. Aumento dos niveis plasmaticos de nitrato e nitrito (NOx) ratos septicos e tradados com
clonidina. A concentragdo de NOx foi determinada no plasma dos grupos controle (CTR), sépticos (CLP 6 h) e
sépticos tratados com clonidina 50 pg/Kg (CLP 6 h + CLO). Resultados expressos como média + erro padrio da
média (n = 5-6 por grupo). ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey. * indica p < 0,05 comparado ao
grupo CTR e # indica p < 0,05 comparado ao grupo CLP 6 h.
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Tabela 5. Analise hematologica de animais sépticos e tratados com clonidina.

Hemograma (103/pL) CTR CLP6h CLP 6 h+ CLO
Leucocitos 8,38 £ 0,75 3,81 0,18 2,69 +0,76"
Hemoglobina 12,22 + 0,19 14,72 £ 0,45° 13,26 £ 0,14*
Linfécitos 523+0,31 1,53 +0,09" 0,95+0,18"
Monocitos 1,23 £0,22 0,36 £ 0,02° 0,25+0,12"
Granulécitos 1,88 +£0,31 1,96 £ 0,18 1,49 + 0,49

As analises foram realizadas em amostras de sangue dos grupos controle (CTR), e sépticos (CLP 6 h) e sépticos
tratados com clonidina 50 pg/Kg (CLP 6 h + CLO). Resultados expressos como média + erro padrdo da média (n
= 5-6 por grupo). ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey. * indica p < 0,05 comparado ao grupo
CTR e *indica p < 0,05 comparado ao grupo CLP 6 h.

Quando avaliada a reatividade vascular in vitro em aorta isolada, o tratamento com
clonidina foi capaz de reverter a hipocontratilidade a fenilefrina observada no grupo CLP 6 h
(Figura 31A). O aumento da contratilidade a fenilefrina observado nos anéis sem endotélio dos
animais sépticos foi retomado a valores similares ao do grupo CTR nos animais tratados com
clonidina, porém a poténcia se manteve reduzida. O tratamento dos animais sépticos com
clonidina ndo foi capaz de reverter a hipocontratilidade vascular para noradrenalina e
angiotensina II (Figuras 31C e D). A Tabela 6 traz os dados referentes ao Eméx e CEso para os
vasoconstritores fenilefrina, noradrenalina e angiotensina II nos animais CTR, CLP 6 h e CLP
6 h + CLO. Para fenilefrina em anéis sem endotélio, os anéis do grupo CLP 6 h + CLO
apresentaram redu¢do no Emax quando comparado ao grupo CLP 6 h. Foram observadas
alteragdes tanto no Emax quanto no CEso para noradrenalina em anéis dos animais do grupo
CLP 6 h + CLO quando comparados com o grupo CTR e CLP. Ja& para angiotensina II, foi
observada uma redu¢do no Emax dos anéis do grupo CLP 6 h + CLO comparado com o grupo

CLP 6 h (Tabela 6).
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Figura 31. Resposta contratil a vasoconstritores em aorta isolada de ratos sépticos e tratados com clonidina.

A aorta toracica dos grupos controle (CTR), séptico (CLP 6 h) e sépticos tratados com clonidina 50 pg/Kg (CLP

6 h + CLO) foram submetidas a concentragdes crescentes cumulativas de A) fenilefrina (1 nM — 100 uM) em anéis

com endotélio (E+), B) fenilefrina (1 nM — 100 pM) em anéis sem endotélio (E-), C) noradrenalina (1 nM — 30

pM) e D) angiotensina II (1 nM — 3 uM). Resultados expressos como a média = erro padrdo da média. A diferenga

entre os grupos foi avaliada por ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey. * indica p < 0,05

comparado ao grupo CTR e # indica p < 0,05 comparado ao grupo CLP 6 h + CLO.

Tabela 6. Resposta contratil maxima (Emax) e poténcia (-logCEso) aos vasoconstritores em aorta isolada de

ratos sépticos e tratados com clonidina.

Emax -log CEso
CLP6h+ CLP6h+
CTR CLP6h CLO CTR CLP6h CLO
Fenilefrina E+ 2,17+0,07 1,28+0,06* 23+0,16" 7,09+0,11 6,62+0,16% 6,93 +0,22"
Fenilefrina E- 2,65+0,12 2,9+0,08*% 2,71 +0,13% 753+0,17 6,97+0,09* 7,05+0,15%
Noradrenalina 2,84 +0,13  1,79+0,06% 2,17+0,13* 724+0,15 6,69+0,09* 6,22 +0,14**
Angiotensina Il 0,87 0,05 0,45+0,04* 0,58+0,04* 7,76+0,16 7,76+03 7,85+0,2

Resultados expressos como média + erro padrdo da média (n = 5-6 por grupo). ANOVA de uma via seguida pelo

pos-teste de Tukey. * indica p < 0,05 comparado ao grupo CTR; # indica p < 0,05 comparado ao grupo CLP 6 h.
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Os parametros cardiovasculares basais observados através do registro de pressdao
arterial, na Figura 32, sugerem que o tratamento com clonidina nio foi capaz de reverter a
hipotensao e a taquicardia dos animais sépticos (PAM de 71 £ 4,9 mmHg e FC de 318,2 + 10
bpm). Com relagdo a responsividade frente a drogas vasoativas, houve diferenca
estatisticamente significante na PAS, onde o grupo tratado com clonidina apresentou
hiporresponsividade cardiovascular a fenilefrina na concentracao de 30 nmol/Kg (APAS: 36,7
+ 7,1 mmHg), em relag¢ao ao grupo CTR (APAS: 73,3 £ 7,4 mmHg, p <0.001), como observado
na Figura 33B. Para os demais parametros de pressao e FC nao foram observadas diferengas
estatisticamente significantes. De maneira oposta, o tratamento com clonidina induziu aumento
na contratilidade frente a noradrenalina tanto na APAM (30 nmol/Kg: 83,9 + 9,2 mmHg) quanto
na AFC (3 nmol/Kg: 25,9 £ 9 bpm), quando comparado ao grupo CTR (APAM 30 nmol/Kg:
59,2 £ 5,9 mmHg, p > 0,05; AFC 3 nmol/Kg: -0,9 + 4,6 bpm, p > 0,05), como observado na
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Figura 32. Niveis pressoricos reduzidos e aumento da frequéncia cardiaca em ratos sépticos e tratados com
clonidina. A) Pressdo arterial média (PAM) basal em mmHg, B) Pressdo arterial sistolica (PAS) basal em mmHg,
C) Pressdo arterial diastolica (PAD) basal em mmHg e D) Frequéncia cardiaca (FC) basal em batimentos por
minuto (bpm) dos grupos controle (CTR), sépticos (CLP 6 h) e sépticos tratados com clonidina 50 pg/Kg (CLP 6
h + CLO). Resultados expressos como a média + erro padrdo da média (n = 7 por grupo). A diferenga entre os
grupos foi avaliada por ANOVA de uma via seguida de pos-teste de Tukey. * indica p < 0,05 comparado ao grupo

CTR.
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Figura 33. Reducfo na resposta cardiovascular 2 administracio periférica de fenilefrina em ratos sépticos
e tratados com clonidina. Alteragdo em A) Pressdo arterial média (PAM) em mmHg, B) Pressdo arterial sistolica
(PAS) em mmHg, C) Presséo arterial diastolica (PAD) em mmHg e D) Frequéncia cardiaca (FC) em batimentos
por minuto (bpm) dos grupos controle (CTR), sépticos (CLP 6) e sépticos tratados com clonidina 50 pug/Kg (CLP
6 h + CLO). Fenilefrina foi administrada por via intravenosa (3, 10 ¢ 30 nmol/Kg). Resultados expressos como
média + erro padrdo da média. A diferenca entre os grupos foi avaliada por ANOVA de duas vias seguida de pos-

teste de Tukey. * indica p < 0,05 comparado ao grupo CTR.
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Figura 34. Aumento na resposta cardiovascular a2 administracio periférica de noradrenalina em ratos
sépticos e tratados com clonidina. Alteracdo em A) Pressdo arterial média (PAM) em mmHg, B) Pressdo arterial
sistolica (PAS) em mmHg, C) Pressdo arterial diastélica (PAD) em mmHg e D) Frequéncia cardiaca (FC) em
batimentos por minuto (bpm) dos grupos controle (CTR), sépticos (CLP 6 h) e sépticos tratados com clonidina 50
png/Kg (CLP 6 h + CLO). Noradrenalina foi administrada por via intravenosa (3, 10 e 30 nmol/Kg). Resultados
expressos como média + erro padrdo da média. A diferenca entre os grupos foi avaliada por ANOVA de duas vias
seguida de pos-teste de Tukey. *indica p < 0,05 comparado ao grupo CTR; # indica p < 0,05 comparado ao grupo
CLP 6 h.

Também foi avaliado se o tratamento com clonidina reverte a hiporresponsividade
cardiovascular de origem central, tanto para administra¢do i.c.v. de noradrenalina quanto para
clonidina. A Figura 35 apresenta os resultados obtidos para a administracdo i.c.v. de
noradrenalina nos parametros cardiovasculares de animais CTR, CLP 6 he CLP 6 h + CLO. O
tratamento com clonidina ndo foi capaz de reverter a hiporresponsividade cardiovascular para
noradrenalina observada nos animais sépticos em nenhum dos pardmetros avaliados. De
maneira similar, também ndo foram observadas alteragdes na hiporresponsividade para
clonidina i.c.v.. Somente no parametro da FC foi observado resposta bradicardica similar ao
grupo CTR e diferente do grupo CLP 6 h, quando avaliado a area sob a curva, como observado

na Figura 36.
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Figura 35. Efeito hipertensor da administracio central de noradrenalina em ratos anestesiados dos grupos controle, sépticos e tratados com clonidina. Analise temporal,
variagdo e area sob a curva (respectivamente) do efeito de aumento causado pela administracdo i.c.v. de noradrenalina sobre a pressao arterial média (PAM) (A, E, I), sistdlica
(PAS) (B, F, J) e diastdlica (PAD) (C, G, K), em mmHg, e frequéncia cardiaca (FC), em batimentos por minuto (bpm) (D, H, L), dos grupos controle (CTR), sépticos (CLP 6
h) e sépticos tratados com clonidina 50 pg/Kg (CLP 6 h + CLO). Resultados expressos como média + erro padrao da média. ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de
Sidak (A-D), ou ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tuckey (E-L). * indica p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 36. Efeito hipertensor da administracido central de clonidina em ratos anestesiados dos grupos controle, sépticos e tratados com clonidina. Anélise temporal,

variagdo e area sob a curva (respectivamente) do efeito de aumento causado pela administragéo i.c.v. de clonidina sobre a pressdo arterial média (PAM) (A, E, I), sistolica (PAS)

(B, F, J) e diastolica (PAD) (C, G, K), em mmHg, e frequéncia cardiaca (FC), em batimentos por minuto (bpm) (D, H, L), dos grupos controle (CTR), sépticos (CLP 6 h) e

sépticos tratados com clonidina 50 pg/Kg (CLP 6 h + CLO). Resultados expressos como média + erro padrao da média. ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Sidak

(A-D), ou ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tuckey (E-L). * indica p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo descrevemos a existéncia de hiporresponsividade para drogas
adrenérgicas administradas no SNC em ratos submetidos ao modelo de CLP, tanto 6 como 18
horas apés a indugdo da sepse. Nesse modelo, a administragdo i.c.v. de agonistas ol-
adrenérgicos (noradrenalina e fenilefrina) e a2-adrenérgicos (clonidina e dexmedetomidina)
apresentaram efeito hipertensor reduzido em relagdo aos animais do grupo CTR, sugerindo a
participacao de ambos os receptores nessa disfungao. Também observamos reducao da resposta
bradicérdica frente a drogas adrenérgicas via i.c.v. nos animais dos grupos CLP 6 horas e CLP
18 horas. Ainda, ao avaliar se o tratamento pela via s.c. com clonidina seria capaz de alterar a
vasoplegia na sepse, observamos que a reatividade para a fenilefrina in vitro, mas nao in vivo,
foi melhorada pelo tratamento com clonidina. O grupo CLP 6 h + CLO também nao apresentou
diferengas nos parametros hematologicos avaliados, comparado ao grupo CLP 6 h, sugerindo
que o tratamento com clonidina (na dose administrada) ndo reverteu as disfungdes causadas
pela sepse. A Figura 37 traz um resumo dos principais resultados obtidos nesse estudo.

A maior parte dos experimentos de caracterizagao do modelo foram realizadas tanto
em animais SHAM quanto CTR, para que pudéssemos definir o melhor controle experimental.
Os experimentos seguiram com o uso do grupo CTR, pois nao houve diferencas significativas
nos parametros avaliados entre CTR e SHAM. Assim, nosso grupo CTR se assemelhou ao que
ocorre em humanos, onde pardmetros observados na populacao saudavel — sem nenhum tipo de
condi¢do associada a um processo inflamatério — sdo utilizados para comparagao com dados de
individuos com sepse. Tendo em vista que grande parte de nosso estudo ndo abordou a eficacia
de um tratamento contra a sepse, também optamos por ndo tratar os animais com
antibioticoterapia. Assim, as respostas e resultados obtidos incorporaram todos os danos
causados pela sepse. A inclusdo de antibidticos como uma variavel nesse modelo pode dificultar
ainda mais o entendimento dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos na resposta
séptica, visto que o presente estudo avalia principalmente a influéncia da exacerbacdo da
resposta inflamatdria e das catecolaminas nos parametros cardiovasculares e SNC (HALBACH
et al.,, 2017). Além disso, Halbach et al. (2017) demonstraram em seu estudo que a
antibioticoterapia por si ndo melhora a sobrevida em um modelo de CLP agudo em

camundongos.
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CLP6h CLP6h+CLO
Noradrenalina Normorresponsivo Normorresponsivo Hiperresponsivo
Fenilefrina Normorresponsivo Hiporresponsivo Hiporresponsivo
CLP6h CLP6h+CLO
Noradrenalina Hiporresponsivo Hiporresponsivo Hiporresponsivo
Fenilefrina Hiporresponsivo Hiporresponsivo Hiporresponsivo
Clonidina Hiporresponsivo Hiporresponsivo Hiporresponsivo
Prazosina Metoprolol loimbina
CTR CLP6h CTR CLP6h CTR CLP6h
Noradrenalina Inibicdo Sem diferenca Inibicdo Inibigdo - -
Fenilefrina Inibicdo Inibi¢do - - - -
Clonidina Inibicdo Sem diferenca Inibicdo Sem diferenga Inibi¢do Inibicdo
Dexmedetomidina - - - - Inibicdo Sem diferenca

Figura 37. Esquema apresentando os principais resultados encontrados nos parametros cardiovasculares.
A) Responsividade para fenilefrina, noradrenalina e angiotensina II em anéis de aorta dos grupos CLP 6 h e CLP
6 h + CLO, em relagdo ao grupo CTR. B) Resposta cardiovascular frente a administragdo i.v. de noradrenalina e
fenilefrina dos grupos CLP 6 h, CLP 18 h e CLP 6h + CLO, em relagdo ao grupo CTR. C) Resposta cardiovascular
da administragdo i.c.v. de noradrenalina, fenilefrina e clonidina dos grupos CLP 6 h, CLP 18 h e CLP 6h + CLO,
em relagdo ao grupo CTR. D) Resposta cardiovascular da administragao i.c.v. dos antagonistas adrenérgicos sobre
a resposta dos agonistas i.c.v. na pressdo arterial dos grupos CTR e CLP 6 h, em rela¢do a resposta antes do

antagonista. Em vermelho encontram-se os principais achados do estudo.

Os tempos de 6 e 18 horas apds a sepse foram escolhidos com base na curva de
mortalidade obtida, na qual 30% dos animais submetidos ao protocolo de CLP morreram 24
horas apds a cirurgia. Para evitar perda amostral e uso excessivo de animais, os tempos de 6
horas (sepse “inicial”) e 18 horas (sepse “avancada”) foram adotados, pois evidéncias da

literatura e do nosso laboratério demonstram que ambos os tempos ja sdo suficientes para gerar
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disfungdes hematoldgicas e cardiovasculares significativas (SANT’HELENA et al., 2015;
SOUZA et al., 2015; BERNARDELLI et al., 2016; AWATA et al.,, 2019). De fato, os
parametros observados no grupo CLP 6 horas e 18 horas do nosso estudo indicam um estado
séptico. Comparados aos dados obtidos no grupo CTR, apesar da auséncia de alteragdes
significativas na FC, em ambos os tempos ap6s a CLP os ratos apresentaram redugdo da pressao
arterial. Ainda, nossos resultados corroboram a literatura, onde a hiporresponsividade in vitro
em anéis de aorta na sepse foi observada para noradrenalina (por exemplo, WURSTER et al.,
1994; BERMEJO et al., 2003), fenilefrina (por exemplo, BENEDET et al., 2018; AWATA et
al., 2019) e angiotensina II (por exemplo, SOUZA et al., 2015). Além disso, os animais do
grupo CLP 18 h apresentaram hiporresponsividade para a fenilefrina administrada pela via i.v.,
um quadro que sugere o estado de choque séptico, onde a hipotensdo € refrataria a reposi¢ao
volémica e existe a necessidade de uso de vasoconstritores (SINGER et al., 2016). Apesar do
grupo CLP 6 h ndo ter apresentado hiporresponsividade sistémica a administragdo i.v. de
fenilefrina, esse grupo apresentou hiporresponsividade in vitro de maneira endotélio-
dependente, sugerindo que mecanismos sist€émicos compensam essa disfuncdo
vascular/endotelial observada no grupo CLP 6 h, e que a partir de 18 horas de sepse esse
mecanismo compensatorio ja ndo consegue manter a responsividade sistémica.

Vale ressaltar que a sepse ¢ uma condi¢do que acomete diversos sistemas. Além do
sistema cardiovascular, ocorrem alteragdes importantes, por exemplo, nos sistemas respiratdrio
e renal. A evolu¢do do quadro de sepse leva a uma exacerbagdo de resposta pro-inflamatoria
(GYAWALI et al., 2019), aumento do NO (FEIHL et al., 2001), aumento do tonus simpatico
com liberagao de catecolaminas (ELLISON et al., 2007), downregulation dos receptores al-
adrenérgicos (SCHMIDT et al., 2009), e diversas outras alteragdes que podem ser elencadas
como mecanismos fisiopatologicos responsaveis pela hipotensdo e vasoplegia. No presente
estudo, os animais sépticos apresentaram aumento da concentracdo plasmatica de NOX,
considerados metabolitos estaveis de NO, liberado em grandes quantidades durante a sepse
(MITAKA et al., 2003). Ainda, como esperado, os animais do grupo CLP 18 h apresentaram
uma concentracdo de NOx maior do que o grupo CLP 6 h, sugerindo o estado mais avangado
ou a progressao da sepse ao longo das horas nesse modelo. Outro parametro utilizado nesse
estudo para a caracterizacdo do modelo de sepse foi o perfil hematoldgico. Destacamos aqui

que ambos os grupos submetidos ao modelo de CLP (6 horas e 18 horas) apresentaram
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leucocitopenia, linfocitopenia e monocitopenia, caracteristicas indicativas de sepse
(GUCYETMEZ & ATALAN, 2016).

Apesar da disfuncdo cardiovascular sist€émica ser um parametro bem conhecido da
sepse, pouco se sabe sobre o papel do SNC nesse processo. Para explorar esse campo,
realizamos uma série de experimentos, nos quais agentes adrenérgicos foram administrados
diretamente no sistema ventricular (via i.c.v.) para banhar todas as regides encefalicas. Esse ¢
um recurso valioso, visto que tanto na clinica quanto em experimentos com modelos animais,
quando uma droga ¢ administrada pela via periférica e atravessa a barreira hematoencefalica,
esta ira atingir todas as areas cerebrais, sem especificidade para somente uma regido.
Ressaltamos que ndo houve taquifilaxia para a administragdo de nenhuma das drogas via i.c.v.
em nenhum dos grupos avaliados. Ou seja, em experimentos controle, a repeti¢do da mesma
dose de noradrenalina ou fenilefrina via i.c.v. foi capaz de gerar o mesmo padriao de efeitos
cardiovasculares nos animais. Ao administrar noradrenalina ou fenilefrina via i.c.v. nos animais
do grupo CTR, observamos um aumento de pressdo arterial, como previamente observado na
literatura para ratos acordados (CORREA & PERES-POLON, 1995; RICCI & TAIRA, 1996;
PELOSI et al., 2006). Esse aumento da pressdo arterial foi transitorio, porém duradouro, se
comparado ao efeito gerado pela administracdo intravenosa dos agentes adrenérgicos. Apos a
administracao i.c.v. dos mesmos, a pressao arterial retornou a valores basais em cerca de 30
minutos, diferente do que foi observado apds administragdo pela via i.v., na qual a pressao
arterial retornou a valores basais em cerca de 5 minutos. Essa diferenca no perfil temporal da
resposta cardiovascular evocada sugere que o efeito pressorico da administracao i.c.v. ndo se
deve (a0 menos ndo majoritariamente) a efeitos periféricos, e sim a uma estimulagdo central.

Em ratos sépticos dos grupos CLP 6 e 18 horas, observamos que a resposta pressora
evocada pela administragdo i.c.v. dos agentes adrenérgicos encontra-se diminuida, se
comparada ao grupo controle. Isso sugere que ha um desbalango adrenérgico também no SNC,
0 que poderia causar a disfuncdao cardiovascular observada na sepse. Ainda, embora nao
observada vasoplegia sistémica no grupo CLP 6 h, observou-se redu¢ao na responsividade tanto
para a noradrenalina como para a fenilefrina, sugerindo que, somado com a disfungao endotelial
observada in vitro nesse mesmo periodo, a disfuncdo cardiovascular possa decorrer de
alteragdes na capacidade do SNC modular a funcao de vasos ou do coragdo. Como apresentado
em nossos resultados, tanto em animais controle (ndo-sépticos) como sépticos, o efeito

pressorico induzido pela administragdo i.c.v. de noradrenalina e fenilefrina ¢ acompanhado por
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uma reducao significativa e sustentada da FC. Esse efeito parece paradoxal, tendo em vista que
0 coragdao também possui inervacdo simpatica que medeia aumento do cronotropismo, mas
comprova que as a¢oes da noradrenalina administrada diretamente no SNC ndo decorrem de
efeitos periféricos. Nao observamos diferenca significativa para a bradicardia induzida por
noradrenalina i.c.v. nos animais do grupo CLP 6 h, porém no grupo CLP 18 h ocorre reducao
dessa bradicardia, demonstrando que com o passar das horas, a capacidade do SNC em modular
a funcdo cardiaca também ¢ alterada no quadro de sepse. Por outro lado, a fenilefrina gerou
uma resposta bradicardica tanto pela administragdo periférica quanto central, porém somente
pela administragdo via i.c.v. foi possivel observar redugdo dessa resposta no grupo CLP 6 h,
sugerindo novamente uma disfun¢do na modulagdo cardiovascular de origem central. Como de
uma forma geral os parametros pressoricos se mantiveram semelhantes entre os grupos CLP 6
h e 18 h, a abordagem experimental escolhida para a conducao deste estudo envolveu apenas o
grupo CLP 6 h.

Para verificar quais receptores adrenérgicos foram responsaveis pelos efeitos
gerados na pressdo arterial dos animais ap6s as administragdes i.c.v. de noradrenalina e
fenilefrina, foram utilizados os antagonistas prazosina e metoprolol. A prazosina ¢ um
antagonista de receptores ai-adrenérgicos, enquanto o metoprolol antagoniza receptores B1-
adrenérgicos, ambos com capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (PUPO &
MINNEMAN, 2001; SIGAROUDI et al., 2018). A prazosina i.c.v., por si s9, induziu queda na
pressdo arterial dos grupos CTR e CLP 6 h, com um pequeno aumento na FC do grupo CTR e
queda na FC do grupo CLP 6 h. Nenhum desses efeitos alcancou diferenca estatistica, € os
valores retornaram aos basais dentro de 15 minutos. Um achado interessante foi que a
administracdo i.c.v. de metoprolol induziu queda da pressdo arterial basal no grupo CTR e
aumento no grupo CLP 6 h, efeitos opostos que retornaram a valores basais dentro de 15
minutos. Além disso, o metoprolol induziu uma bradicardia mais intensa no grupo CLP 6 h em
relacdo ao grupo CTR (Figura 18). Estudos anteriores mostraram que a administragdo de
pindolol, nebivolol e metoprolol (todos antagonistas P-adrenérgicos) via i.c.v. em ratos
saudaveis leva a uma queda na pressao arterial e na FC, sem alterar o barorreflexo (COHEN et
al., 1979; MIDOL-MONNET et al., 1991). Também foi demonstrado que o metoprolol induz
hiperpolarizagao dos neurdnios da RVLM in vitro (avaliado através do método de pach-clamp)
(OSHIMA et al., 2014). Ainda, a administragdo central de metoprolol inibiu a resposta

hipertensora induzida por estimulo elétrico local no hipotdlamo de gatos anestesiados
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(PHILIPPU & KITTEL, 1977). Complementando esse achado, em ratos espontaneamente
hipertensos foi observado que o tratamento sist€émico cronico com metoprolol aumenta a
atividade de neuronios GABaérgicos no hipotadlamo (REMISZEWSKA et al., 1993). Em
conjunto, esses dados da literatura podem explicar a queda da pressdo arterial associada aos
antagonistas -adrenérgicos em animais saudéveis, além de evidenciarem que esse efeito pode
ser obtido através do bloqueio de receptores em diferentes regidoes do SNC. Na literatura foi
observado que pacientes sépticos apresentam 40% de redugdo na densidade de receptores B1-
adrenérgicos em células mononucleares sanguineas (BERNARDIN et al., 1998), reducdo
também observada em tecido cardiaco de ratos e camundongos (TANG et al., 1998;
THANGAMALALI et al., 2014). Visto que os receptores i1, juntamente com os receptores o,
participam do tonus simpatico na RVLM (OSHIMA et al., 2014), sugerimos que a diferenca
induzida pelo metoprolol tanto na pressao arterial como na FC dos animais sépticos ¢ um forte
indicio de alteragdo de sistemas dependentes de vias noradrenérgicas no SNC durante a sepse.

A prazosina foi capaz de reduzir os efeitos pressoricos da noradrenalina e
cardiovasculares centrais da fenilefrina nos animais CTR, como esperado. Entretanto, os
animais de ambos os grupos (CTR e CLP 6 h) apresentaram respostas variadas na FC (aumento
e/ou queda) para noradrenalina, e a prazosina ndo foi capaz de alterar essa resposta. Talvez essa
dispersdo na FC ocorra devido ao fato de que a noradrenalina atue tanto em receptores o1 quanto
em fi-adrenérgicos (dentre outros subtipos de receptores adrenérgicos), e também por isso a
prazosina ndo tenha sido capaz de inibir essas respostas. Embora tenhamos observado redugao
da resposta pressora induzida por fenilefrina i.c.v. nos animais sépticos tratados com prazosina,
nao foi possivel observar diferenca estatistica na resposta pressora induzida por noradrenalina
1.c.v. nesses animais, quando comparamos antes e apOs prazosina, apesar de visualmente
observarmos redugdo para essa resposta apds prazosina. Ao olhar mais detalhadamente para a
resposta gerada pela noradrenalina, podemos notar que, no grupo CTR, somente um de sete
animais ndo teve o aumento da pressdo reduzido pela prazosina, € que no grupo CLP 6 h
somente um de sete animais apresentou uma resposta pressora similar ao grupo CTR.
Notavelmente, esse animal com resposta pressora maior para noradrenalina no grupo CLP 6 h
apresentou reducao frente a prazosina. Sendo assim, sugerimos que devido a resposta pressora
para noradrenalina no grupo CLP 6 h ja estar reduzida, a prazosina ndo foi capaz de reduzir
significativamente esse pequeno aumento da pressdo. Ainda, a fenilefrina, um agonista seletivo

para receptores ol-adrenérgicos, quando administrada pela via i.c.v., gerou uma resposta
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bradicardica em ambos os grupos, ¢ diferente do efeito observado sobre a noradrenalina, a
prazosina foi capaz de reduzir essa resposta bradicardica nos grupos CTR e CLP 6 h. Vale
ressaltar que a prazosina nao foi capaz de bloquear toda a resposta induzida pela noradrenalina
e fenilefrina nos grupos CTR e CLP 6 h, sugerindo que essas drogas possam estar atuando a
partir de outro(s) receptor(es). E importante destacar ainda que a ineficacia da prazosina em
bloquear totalmente as respostas para a noradrenalina ndo parece ser devido a uma dose
subefetiva de prazosina. Um estudo prévio onde foi realizada a curva dose-resposta para
inibicdo de noradrenalina por prazosina, ambas administradas pela via i.c.v., ja havia
demonstrado uma taxa de inibi¢do méaxima de 80% da resposta pressora de noradrenalina, com
doses menores do que a utilizada no presente estudo (CORREA & PERES-POLON, 1995).
Sabe-se que a noradrenalina ¢ capaz de se ligar em todos os receptores adrenérgicos
(a e B) (revisado por PUPO & MINNEMAN, 2001). Tendo em vista essa possibilidade, o
metoprolol foi administrado via i.c.v. antes de uma microinje¢do de noradrenalina, em ambos
os grupos CTR e CLP 6 h. O metoprolol foi capaz de reduzir significativamente a resposta
pressora para noradrenalina no grupo CTR e CLP 6 h, diferente do que foi observado com
prazosina. Entretanto, o metoprolol ndo causou alteracdes significativas na FC do grupo CTR,
e no grupo CLP 6 h foi observada uma redugdo na area sob a curva, sugerindo que neste grupo
a resposta bradicardica para noradrenalina ap6s metoprolol teve sua duracao reduzida. Além
dos efeitos basais do metoprolol e do papel dos receptores B1 centrais discutidos anteriormente,
o conjunto de resultados obtidos com prazosina e metoprolol sugere que receptores al-
adrenérgicos e Pl-adrenérgicos no SNC participam da resposta pressora induzida por
noradrenalina em situagdo fisiologica. Ainda, Corréa et al. (1985) demonstrou em ratos
acordados que a resposta pressora induzida por noradrenalina i.c.v. ndo € inibida por bloqueio
ganglionar, mas sim por administragdo i.v. prévia de um antagonista de vasopressina, sugerindo
que parte dessa resposta seja mediada pela liberacdo de vasopressina. A pequena reducao na
bradicardia observada no grupo CLP 6 h sugere ainda uma maior participacdo de receptores 1
nos centros de modulagdo vagal cardiaca, como o nucleo ambiguo (BATEMAN et al., 2012),
durante a sepse. Sabe-se que existe uma downregulation de receptores ol-adrenérgicos em
camundongos sépticos (SCHMIDT et al., 2009) e de Pl-adrenérgicos durante a sepse em
humanos, ratos e camundongos (BERNARDIN et al, 1998; TANG et al., 1998;
THANGAMALA et al., 2014). Entretanto, a menor inibi¢do gerada pela prazosina, porém com

inibi¢ao pelo metoprolol sobre a resposta pressora induzida por noradrenalina i.c.v. no grupo
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CLP 6 h, pode ser devido a uma reduciao no niimero ou na dessensibiliza¢do de al-adrenérgicos
no SNC. Nesse contexto, ¢ plausivel especular que os receptores Pl-adrenérgicos do SNC
estejam atuando como mecanismo compensatdrio, mantendo a resposta pressora nesses animais
sépticos frente a prazosina. Essa hipdtese, assim como outros mecanismos de regulagdo da
pressdo arterial que podem compensar a perda de modulacao direta por noradrenalina (por
exemplo, liberagdao de vasopressina), precisam ser investigadas durante a sepse.

Dados da literatura acerca do efeito da microinjecao i.c.v. de noradrenalina sdo
contraditorios. Alguns trabalhos observaram resposta hipotensora (DE JONG et al., 1975;
CORREA et al., 1982) ¢ outros, hipertensora (CORREA et al., 1982; CORREA et al, 1985;
PELOSI et al., 2006). Entretanto, todos os estudos em animais acordados observaram resposta
pressora para noradrenalina i.c.v. Nao foram encontrados dados da literatura utilizando animais
anestesiados com cetamina/xilazina, inviabilizando uma comparagdo direta com os presentes
resultados. Buccafusco & Brezenoff (1977) avaliaram o efeito de diferentes doses de
noradrenalina administradas via i.c.v. em animais acordados e anestesiados somente com
cetamina, € em ambos os grupos observaram respostas bimodais, sendo hipotensora com doses
abaixo de 2 ng/10 pL e hipertensoras acima de 12 pg/10 pL. A dose de noradrenalina i.c.v.
utilizada no presente estudo foi de 10 pg/5 pL, e a magnitude da resposta observada foi similar
aresposta obtida por Buccafusco & Brezenoff (1977) com a dose de 12 pug/10 uL. A partir desse
estudo, podemos sugerir que os nossos resultados se assemelham com os resultados observados
em animais acordados, indicando que a anestesia com cetamina/xilazina ndo induz grandes
interferéncias nas respostas cardiovasculares moduladas pelo SNC, quando comparado ao que
¢ observado em estudos com animais acordados.

A clonidina ¢ um agonista de receptores a2-adrenérgicos, classicamente considerada
como um farmaco simpatolitico. Sua ac¢do se da principalmente por receptores pré-sinapticos
do SNC, reduzindo a liberagdao de noradrenalina e, por consequéncia, a pressao arterial e FC
(AICHER & DRAKE, 1999). Ao avaliar a resposta cardiovascular para a clonidina
administrada via i.c.v., observamos um aumento da pressao arterial nos animais saudéveis, indo
contra o seu efeito classico de hipotensdo atribuido a ativacdo de receptores a2-adrenérgicos
pré-sinapticos (DABIRE & RICHER, 1991; DOBRUCKI et al., 2001; IMAI et al., 1989;
WANG et al., 2007). Entretanto, ao analisar esses trabalhos, observamos que todos utilizaram
animais saudaveis anestesiados com pentobarbital sédico ou uretana, e que em animais

acordados a administra¢do de clonidina via i.c.v. aumentou a pressdo arterial (COLOMBARI
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etal., 1992; KAWASAKI & TAKASAKI, 1986; NAKAMURA et al., 1993). Em nosso estudo
os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina, ¢ ndao existem dados na literatura
mostrando o efeito central da clonidina com o uso desse protocolo anestésico. Portanto, para
testar a hipotese de que os animais anestesiados com cetamina/xilazina possuem resposta
cardiovascular para noradrenalina e clonidina similar & resposta observada em animais
acordados, foi realizado um estudo paralelo com animais anestesiados com pentobarbital.
Assim, a administragdo da noradrenalina e clonidina i.c.v. ¢ a andlise de seus efeitos pode ser
realizada sob as mesmas condigdes experimentais.

A administra¢do i.c.v. de noradrenalina, a qual foi utilizada desde os primeiros
experimentos realizados nesse trabalho, gerou resposta pressora em ambos 0s grupos de ratos
sauddveis com os dois protocolos anestésicos, sem alteragdes significativas na FC. Porém, o
grupo anestesiado com cetamina/xilazina apresentou maior magnitude de aumento da PAS e,
por consequéncia, na PAM. O pentobarbital ¢ um barbitarico que se liga aos receptores do tipo
GABAA e potencializa a atividade do neurotransmissor GABA, induzindo depressao
generalizada do SNC (MUROI et al., 2009). Portanto, a resposta de menor magnitude observada
para a noradrenalina i.c.v. nos animais anestesiados com pentobarbital pode ocorrer devido a
uma inibi¢do de areas que participam do controle cardiovascular no SNC.

Como descrito na literatura, os animais anestesiados com pentobarbital em nossos
experimentos também apresentaram hipotensao associada com bradicardia intensa em resposta
a administracdo i.c.v. de clonidina. Ambos os efeitos foram reprodutiveis apds duas
administracdes sequenciais de clonidina, mostrando que ndo ocorre taquifilaxia para essas
respostas. Muitos anestésicos afetam pardmetros cardiovasculares de animais de
experimentacdo, sendo necessaria cautela ao considerar o uso de anestésicos em pesquisa
cardiovascular, especialmente pela modulacdo do SNC (SAHA et al., 2007; SUMITRA et al.,
2004). Além do pentobarbital aumentar a afinidade do neurotransmissor GABAérgico ao
receptor GABAA (MUROI et al. 2009), ele diminui a via parassimpatica cardioinibitéria
(IRNATEN et al., 2002) e pode afetar as respostas centrais da clonidina. J& a cetamina/xilazina
¢ uma combinacao de escolha anestésica comum em experimentacdo animal por possuir efeitos
minimos nos sistemas cardiovascular e respiratdrio, € provavelmente nao possuir interacdo com
a via GABA¢érgica inibitoria (IDVALL et al., 1979).

A resposta hipertensora observada nos animais anestesiados com cetamina/xilazina ¢

similar a resposta observada por Kawasaki et al. (1986) em ratos normotensos acordados. Uma
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hipotese para a resposta hipertensora em nossos animais ¢ baseada na regulacdo do sistema
nervoso simpatico por centros modulatorios cardiovasculares. Esse centro estd localizado na
regido bulbar e suprabulbar do cérebro, como o hipotdlamo. Ensaios de afinidade com
radioligantes demonstraram sitios de liga¢do para clonidina na RVLM de ratos, o que sugere
que a resposta pressora frente a clonidina pode estar relacionada com a RVLM (ERNSBERGER
et al., 1990). De fato, o bloqueio de receptores a-adrenérgicos e imidazolinicos nessa regiao
inibe o efeito hipotensor da clonidina administrada por via sistémica (revisado por SUN, 1996).
A clonidina administrada diretamente na RVLM de ratos anestesiados (MCAULEY etal., 1989;
MERMET & QUINTIN, 1991; WANG et al., 2007) e acordados (YAMAZATO et al., 2001)
estimula efeitos hipotensores e simpatoinibitorios. Entretanto, os efeitos da clonidina na RVLM
de ratos anestesiados com cetamina/xilazina ainda ¢ desconhecido.

Trolin (1975) descreveu que a administracao via i.v. de clonidina em ratos acordados
aumenta a pressao arterial. Entretanto, ratos descerebrados e anestesiados com pentobarbital
apresentaram queda na pressao arterial com administragao i.v. de clonidina, levando o autor a
sugerir que estruturas supramedulares medeiam as respostas hipertensoras, e que o
pentobarbital atenua o mecanismo excitatorio supramedular (TROLIN, 1975). A microinjecao
de clonidina no hipotalamo induz respostas hipertensoras em ratos acordados (COLOMBARI
et al., 1992; EBIHARA et al., 1993; HANAFUSA et al., 2012), o que tem gerado diversas
interpretacdes e hipoteses acerca do funcionamento e modulagdo dessa regido pela clonidina.
Por exemplo, Colombari et al. (1992) propuseram que o terceiro ventriculo anteroventral e o
hipotalamo lateral estdo envolvidos em vias excitatdrias responsaveis pelas respostas pressoras
da clonidina central. Por outro lado, Ebihara et al. (1993) e Hanafusa et al. (2012) descreveram
que o nucleo paraventricular do hipotadlamo est4 envolvido na resposta hipertensora da clonidina
central. Ainda, Hanafusa et al. (2012) sugeriram que a clonidina atua em receptores a2-
adrenérgicos pré-sinapticos de neuronios GABAérgicos no nucleo paraventricular do
hipotalamo, reduzindo a liberacao do neurotransmissor GABA. Consequentemente, a atividade
excitatoria do nucleo paraventricular do hipotdlamo ¢ aumentada, induzindo a resposta
hipertensora observada em ratos acordados. J4 o pentobarbital, por se ligar em receptores
GABAA4, aumenta a afinidade do neurotransmissor GABA¢érgico a esse receptor e estimula a
via inibitéria (MUROI et al., 2009). O estudo de Boudier et al. (1974) corrobora esta via
GABA¢érgica proposta, e descreve a resposta hipotensiva para clonidina injetada na regido

hipotaldmica preodptica anterior em ratos anestesiados com pentobarbital.
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O efeito bradicardico mais pronunciado observado nos ratos anestesiados com
pentobarbital também sugere que a via simpatica excitatoria para a resposta cardiaca esta
suprimida, e que a resposta vagal parassimpatica de regides como o nucleo do trato solitario e
nicleo ambiguo s3o predominantes. Corroborando essa hipdtese, a neurotransmissao
GABA¢érgica para os neurOnios vagais cardiacos ¢ igualmente reduzida pela clonidina
(PHILBIN et al., 2010) e pela dexmedetomidina (SHARP et al., 2014), sugerindo que
receptores o2-adrenérgicos pré-sinapticos de neurdénios GABAérgicos do nucleo do trato
solitario e do nicleo ambiguo sdo responsaveis por essa atividade. Assim, baseado nos dados
da literatura citados, parece razoavel sugerir que o efeito excitatério da clonidina no hipotalamo
supera o efeito inibitério gerado na RVLM, quando administrada via i.c.v. tanto em ratos
acordados quanto em ratos anestesiados com cetamina/xilazina. Nesse contexto, o pentobarbital
estaria inibindo os efeitos hipertensivos ao suprimir sitios excitatorios como os presentes no
hipotdlamo, mecanismo este ndo compartilhado pela cetamina/xilazina. Entretanto, nao
encontramos informacdes sobre os efeitos cardiovasculares da clonidina na RVLM ou no
hipotalamo de ratos anestesiados com cetamina/xilazina, e futuros estudos devem confirmar
essa hipotese.

A clonidina, apesar de seletiva para receptores a2-adrenérgicos, também se liga a
receptores al-adrenérgicos com uma taxa de ligacao o/ de 220:1 (VIRTANEN et al., 1988).
Além disso, a clonidina também pode se ligar a receptores do tipo I1-imidazolinicos, com uma
taxa de ligacdo ao/I1 de 16:1 (ERNSBERGER et al., 1987). Os receptores imidazolinicos estao
presentes na RVLM e também induzem respostas inibitorias sobre o sistema simpatico
(ERNSBERGER etal., 1987; PILETZ et al., 2000). Por isso, também investigamos se os efeitos
cardiovasculares da clonidina nos ratos anestesiados com cetamina/xilazina estariam de fato
sendo induzidos por receptores a2-adrenérgicos. A dexmedetomidina ¢ mais seletiva do que a
clonidina para receptores a2 (taxa de liga¢dao a2/a1 de 1620:1) e possui pouca interagdo com
receptores imidazolinicos (VIRTANEN et al., 1988; KHAN et al., 1999). Assim como a
clonidina, a dexmedetomidina também induziu resposta pressora com bradicardia nos animais
anestesiados com cetamina/xilazina. Quando a ioimbina foi administrada via i.c.v. antes da
segunda administragao de clonidina ou dexmedetomidina, tanto o efeito bradicardico quando o
efeito pressor foram atenuados, sugerindo a participagao dos receptores do tipo a2-adrenérgicos
nessa via excitatoria. A supressao da bradicardia pela ioimbina corrobora dados da literatura

para clonidina (PHILBIN et al., 2010) e dexmedetomidina (SHARP et al., 2014). Entretanto,
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ndo podemos descartar a participagdo de receptores al-adrenérgicos ou Ii-imidazolinicos, ou
mesmo de outros receptores, nas respostas cardiovasculares geradas por esses agentes, ja que a
1oimbina ndo foi capaz de abolir o efeito hipertensor da clonidina e dexmedetomidina (Figura
23), mesmo quando doses maiores de ioimbina foram administradas (resultados nao
mostrados).

Vale ressaltar que a xilazina € um agonista do receptor a2-adrenérgico e possui efeitos
analgésicos, sedativos e relaxantes musculares (GRANT & UPTON, 2001). Sua associagao
com cetamina parece nao interagir com a via GABAérgica como o pentobarbital, mas a
interagdo da xilazina com a via simpatica ¢ uma limitagao do presente estudo. Entretanto, apesar
dos efeitos adrenérgicos da clonidina, as respostas que encontramos sdo similares aos efeitos
da clonidina em ratos acordados, sugerindo pouca interferéncia da anestesia com cetamina e
xilazina nas respostas cardiovasculares para a clonidina. Essa auséncia de interferéncia sobre o
efeito cardiovascular gerado pela clonidina — quando comparado ao efeito descrito em animais
acordados — pode ser visto como uma vantagem da adog¢ao do protocolo anestésico com xilazina
e cetamina para o estudo dos efeitos cardiovasculares da clonidina em animais sépticos.

Assim como nos animais saudaveis, a clonidina, ao ser administrada via i.c.v. nos
animais sépticos apos 6 horas e 18 horas da cirurgia de CLP, induziu resposta pressora e
bradicardica. Entretanto, semelhante ao observado para a administragdo i.c.v. de fenilefrina e
noradrenalina, os animais sépticos apresentaram resposta pressora e bradicardica reduzida para
clonidina administrada no SNC. Esse resultado sugere que a resposta cardiovascular mediada
pela ativacao de receptores a2-adrenérgicos no SNC de ratos também esta prejudicada na sepse.
Ainda, os animais do grupo CLP 18 h apresentaram uma hiporresponsividade para a clonidina
mais intensa do que o grupo CLP 6 h, revelando que esses receptores ou as vias de transdugao
a ele acopladas também sao comprometidos de forma progressiva.

Para verificar quais receptores adrenérgicos foram responsaveis pelas respostas
pressoras geradas pela administracdo i.c.v. de clonidina e dexmedetomidina, foram utilizados
os antagonistas prazosina, metoprolol e ioimbina em animais sépticos do grupo CLP 6 h. A
administragdo i.c.v. de ioimbina levou a uma queda na pressdo arterial e aumento na FC dos
animais CTR e CLP 6 h, sem diferencgas estatisticas ¢ retornando a valores basais dentro de 15
minutos. Assim como observado anteriormente para ratos saudaveis, a ioimbina i.c.v. também
inibiu a resposta pressora induzida por clonidina i.c.v. nos animais sépticos, sem alteracdes

significativas na FC. Apesar da resposta cardiovascular induzida por dexmedetomidina i.c.v.
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nos animais sépticos com a ioimbina estar visivelmente reduzida (Figura 27E), ndo foi
observada reducgdo estatisticamente significante (p = 0,0775), talvez pela variabilidade de
resposta entre os animais. J& a prazosina i.c.v. foi capaz de reduzir a resposta pressora e
bradicardica para clonidina i.c.v. em 5 dos 6 animais do grupo CTR, mas ndo inibiu
significativamente as respostas cardiovasculares a clonidina no grupo CLP 6 h, sugerindo que
nesses animais as respostas pressoricas a clonidina injetada via i.c.v. podem ndo ser
dependentes do receptor al-adrenérgico. Como citado anteriormente, a agdo da clonidina via
receptores al — como a que aparentemente vimos nos animais do grupo CTR — ja era esperada,
pois a clonidina pode se ligar tanto em receptores do tipo al quanto em a2 (VIRTANEN et al.,
1988). A redugdo desse efeito via al da clonidina em animais sépticos refor¢a os indicios de
que esses receptores se encontram alterados no SNC de animais sépticos, o que altera a
capacidade do mesmo em modular a pressao arterial. Essa resposta alterada na sepse pode estar
ocorrendo por uma dessensibilizagdo mais intensa de receptores al-adrenérgicos em
comparagao com os outros receptores adrenérgicos (a2 e f1).

Foi observada diferenga, confirmada pela analise estatistica, no efeito do metoprolol
sobre a resposta cardiovascular da clonidina somente no grupo CTR, e apesar de ndo
observarmos essa diferenca no grupo CLP 6 h, a resposta pressora da clonidina foi visivelmente
reduzida também nesse grupo. Quando avaliados os valores de resposta maxima na PAM
individualmente, todos os animais do grupo CTR e trés dos seis animais do grupo CLP 6 h
apresentaram reducdo na resposta para clonidina apds metoprolol. Logo, ¢ provavel que a
variabilidade na magnitude das respostas no grupo CLP 6 h tenha contribuido para que as
diferencas entre os grupos alcancassem significancia estatistica. De qualquer forma, nossos
resultados claramente indicam que, na auséncia do quadro séptico, o efeito hipertensor da
clonidina também ¢ dependente da ativagdo de receptores beta-adrenérgicos. Uma hipotese para
esses resultados seria de que a clonidina, além de atuar em receptores al-adrenérgicos, atua em
sinergismo com os receptores 1-adrenérgicos, resultando em efeitos somatorios (SKOLNICK
& DALY, 1975; HAN & KIM, 1986). Outra hipotese seria de que os mecanismos hipotensores
do metoprolol no hipotdlamo, através do aumento da atividade GABAérgica (PHILIPPU &
KITTEL, 1977, REMISZEWSKA et al., 1993), possam contrapor o mecanismo de reducao da
atividade GABA¢érgica pela clonidina no PVN, proposto por Hanafusa et al. (2012). Essa tiltima
hipotese nos parece mais plausivel, porém estudos avaliando regides especificas do cérebro sao

necessarios para confirma-la. Vale ressaltar algumas limitagdes importantes acerca do uso
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dessas drogas e, portanto, da interpretacdo associada aos nossos resultados: i) apesar da
prazosina e da ioimbina serem antagonistas seletivos para receptores al- e a2- adrenérgicos,
respectivamente, esses agonistas podem se ligar em ambos os receptores com menor afinidade
relativa (CORREA ET AL., 1985) e; ii) a clonidina também se liga em receptores
imidazolinicos e, portanto, ndo podemos descartar a participacdo desses receptores para a
resposta a clonidina injetada via i.c.v., especialmente durante a sepse. Como ndo foram
encontrados estudos acerca desse receptor na modulacdo cardiovascular nesse processo,
abordagens futuras sdo necessarias para investigar o papel dos receptores imidazolinicos na
sepse.

Estudos anteriores sugeriram o bloqueio simpatico com agonistas a2-adrenérgicos
para tentar reverter a hiporresponsividade observada na sepse, através da reducdo da resposta
pro-inflamatoria e da regulacdo positiva de receptores al e -adrenérgicos (HOFER et al., 2009;
GEOLEN et al., 2013; LANKANDEVA et al., 2015). Tendo em vista que firmacos como a
clonidina podem diminuir catecolaminas plasmaticas em humanos e animais saudaveis
(EBERT et al., 2000; SHIRASAKA et al., 2007), realizamos uma etapa de experimentos para
observar os efeitos do tratamento via s.c. com clonidina nos animais CLP 6 h. Essa via foi
escolhida visto que induzimos a sepse nos ratos através da cirurgia de CLP, a qual causa uma
lesdo no intestino do animal. A lesdo intestinal leva a uma resposta pro-inflamatoria
inicialmente local, a qual pode prejudicar a absor¢do das substancias injetadas por via i.p.
(GARDINER et al., 1995).

O efeito do tratamento com clonidina sobre o hemograma de animais sépticos (grupo
CLP 6 h + CLO) mostrou que somente os valores de hemoglobina voltaram ao patamar
observado no grupo CTR, e que, portanto, os outros parametros igualmente alterados nos
animais CLP 6 h ndo foram influenciados pela clonidina. Visto que o nivel aumentado de
hemoglobina participa do processo pro-inflamatorio por ativagdo de neutrdfilos em ratos
(GRACA-SOUZA et al., 2002), e que em pacientes sépticos ¢ um preditor de mortalidade
(ADAMZIK et al., 2012; JANZ et al., 2013), a reversdo desse aumento de hemoglobina
observado no presente estudo pode indicar uma melhora no progndstico dos animais sépticos.
Um achado interessante com o tratamento dos ratos sépticos com a clonidina foi que esses
animais apresentaram um nivel de NOx acima dos animais CTR e CLP 6 h sem tratamento,
sugerindo que a clonidina aumentou a produ¢do de NO durante a sepse. Essa hipotese ¢

reforcada pelos dados previamente descritos por Su et al. (2008), que demonstraram in vitro,
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em células de macrofagos estimulados com LPS, que a clonidina aumenta a expressao de iNOS.
Além disso, foi observado tanto em humanos quanto em ratos saudaveis que o
vasorrelaxamento causado pela administracao periférica de clonidina ¢ mediado por NO
(MOLIN & BENDHACK, 2004; HERMANN et al., 2005). Assim, esse aumento exacerbado
de NOx observado no presente estudo pode ter ocorrido como efeito direto da administragao
s.c. de clonidina nos ratos sépticos. Entretanto, ¢ dificil afirmar que essa variagao possa ter
impacto positivo ou negativo na evolugdo do quadro de sepse.

O primeiro estudo que se tem conhecimento demonstrando o potencial benéfico da
clonidina foi de Pichot et al. (2010), onde a necessidade de administra¢cao de noradrenalina
exdgena para aumentar a pressdo arterial de um paciente séptico caiu entre 50-75% com a
infusdo de clonidina. Ainda em humanos com sepse, a infusdo de dexmedetomidina como
sedativo também reduziu a necessidade de noradrenalina exdgena para manutencao da pressao
arterial (MORELLI et al., 2019). De maneira curiosa, em nosso estudo as respostas in vivo para
noradrenalina na PAM dos animais sépticos tratados com clonidina, apresentaram aumento
significativo (Figura 33A), além de aumento na FC (Figura 33D). Em ratos com endotoxemia,
tanto a infusdo de clonidina como de dexmedetomidina aumentou a responsividade a
noradrenalina (GEOLEN et al., 2013), e essa melhora da responsividade também foi observada
em ovinos endotoxémicos que receberam infusdo de dexmedetomidina (LANKANDEVA et
al., 2019). Em conjunto, esses dados corroboram nossos resultados, pois apesar de ndo
observarmos hiporresponsividade a noradrenalina sistémica nos animais sépticos, o tratamento
com clonidina aumentou a responsividade para noradrenalina 1.v. nesses animais.

Artérias de animais do grupo CLP 6 h tratados com clonidina apresentaram melhora
da reatividade vascular in vitro para a fenilefrina, um efeito que se revelou dependente do
endotélio. Observamos também que o grupo CLP 6 h tratado com clonidina apresentou maior
Emax que o grupo CLP 6 h para as CCR de noradrenalina e angiotensina II, porém ainda menor
que o grupo CTR. Entretanto, os anéis desses animais tratados apresentaram redugdo na
poténcia da noradrenalina, observada através do CEso. Apesar da melhora da responsividade a
fenilefrina in vitro, os efeitos pressoricos para a maior dose da fenilefrina in vivo continuaram
reduzidos no grupo CLP 6 h tratado com clonidina, sugerindo que a clonidina foi capaz de
reduzir a disfuncdo local/endotelial, porém nao foi suficiente para reverter a disfungdo
sistémica. Indo além, o tratamento com clonidina nos animais sépticos reduziu a responsividade

in vivo para fenilefrina. Esse dado ndo corrobora estudos anteriores, que descrevem a melhora
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da responsividade para fenilefrina e angiotensina Il em ovinos endotoxémicos infundidos com
clonidina (LANKANDEVA et al., 2015). Dados da literatura também descrevem que a infusao
de clonidina ou de dexmedetomidina em diferentes modelos animais diminui a FC sem
modificar a pressdo arterial (JULIEN et al., 2017; CALZAVACCA et al., 2019; AIDONI et al.,
2020). Encontramos que o tratamento com clonidina ndo reverteu a hipotensio e tampouco a
taquicardia dos animais sépticos. E possivel que diferengas metodolégicas, incluindo a espécie
animal utilizada, o modelo de sepse e o protocolo de tratamento, abrangendo a via de
administracao e a dose de clonidina, possam contribuir para as divergéncias entre nossos
achados e os artigos citados. Futuros estudos utilizando a infusdo continua de clonidina em
nosso modelo poderiam esclarecer seus efeitos durante a sepse.

Ao avaliarmos a influéncia do tratamento sist€émico com clonidina sobre a capacidade
do SNC em modular o sistema cardiovascular nos animais sépticos, ndo observamos melhora
na responsividade cardiovascular frente a administracao i.c.v. de noradrenalina. Ao administrar
clonidina via i.c.v. nos animais sépticos tratados com clonidina, foi observado maior aumento
na PAS comparado com o grupo CLP 6 h, porém ndo foi suficiente para reverter a
hiporresponsividade a clonidina. Ainda, os animais sépticos tratados com clonidina
apresentaram aumento na area sob a curva de resposta bradicardica frente a clonidina i.c.v.,
comparado com o grupo CLP 6 h (Figura 35L), sugerindo que a bradicardia se mantém por
mais tempo nos animais tratados. Em conjunto, esses resultados envolvendo efeitos no SNC
sugerem que o tratamento com clonidina ndo ¢ capaz de restaurar as respostas cardiovasculares
frente a noradrenalina e clonidina administradas via i.c.v., apesar de observarmos uma pequena
melhora nas respostas cardiovasculares para administracao de clonidina central. Uma vez que
o tratamento foi capaz de melhorar a responsividade vascular in vitro, porém ndo a disfungao
cardiovascular sistémica (niveis de pressdo arterial e FC basais e responsividade a drogas
vasoativas, inclusive a nivel de SNC), ¢ razoavel afirmar que o tratamento com clonidina pela
via s.c. ndo foi suficiente para atuar em mecanismos associados ao SNC na sepse. Sharshar et
al. (2003) demonstraram que a sepse altera reflexos neurais do centro de modulagdo
cardiovascular por apoptose neuronal e glial, o que pode prejudicar a comunica¢do do SNC
com a periferia. Sendo assim, mesmo que o tratamento com clonidina tenha melhorado a
responsividade vascular in vitro, a disfuncao a nivel de SNC durante a sepse nao foi revertida,
refletindo no sistema nervoso periférico, o qual ndo apresentou melhora da hipotensao,

taquicardia e responsividade cardiovascular para drogas vasoativas nos ratos CLP 6 h tratados.
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Para o nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo avaliando os efeitos da sepse na
modulacao cardiovascular via SNC. Estudos avaliando o tratamento de animais ¢ humanos com
agonistas o2-adrenérgicos observaram melhoras nos parametros cardiovasculares periféricos
durante a sepse, mas sempre através de infusdo desses agonistas. No presente estudo nao
observamos tais melhoras, e esse fato também pode ser devido ao modelo de indugdo de sepse,
j& que na literatura os modelos escolhidos foram endotoxemia ou administracao de Escherichia
coli (GEOLEN et al., 2013; LANKANDEVA et al, 2015; JULIEN et al., 2017;
CALZAVACCA et al,, 2019; LANKANDEVA et al., 2019; AIDONI et al., 2020). Estudos
futuros devem investigar outros modelos de sepse e outras vias de administragdo de clonidina
para avaliar melhor os efeitos da modulacdo central no sistema cardiovascular, além de realizar
as administragdes i.c.v. e em outras regides especificas, como em regides hipotalamicas e na
RVLM, em animais acordados. Além disso, estudos quantificando a densidade de receptores
adrenérgicos (al, a2 e B1) presentes no cérebro dos ratos sépticos poderiam confirmar a nossa
hipdtese de downregulation presente nessa regido. Por fim, o presente estudo apresentou
resultados relevantes acerca da participacdo do SNC na disfuncdo cardiovascular gerada pela
sepse, em especial a participagdo dos receptores adrenérgicos, permitindo que futuros estudos
levem em consideracdo esse sistema ao estudar mecanismos fisiopatoldgicos e abordagens

farmacologicas na sepse.
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Figura 38. Resumo esquematico dos principais achados do estudo. A) Em ratos normotensos, a administragdo
central do agonista a2-adrenérgico clonidina induziu aumento na presséo arterial, quanto utilizado o anestésico
cetamina/xilazina, ¢ queda na pressdo arterial, quando utilizado o anestésico pentobarbital. B) Em ratos sépticos,
a capacidade do sistema nervoso central (SNC) responder a estimulos que levem ao aumento da fungdo

cardiovascular através de receptores adrenérgicos esta reduzida.
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5 CONCLUSAO

Este ¢ o primeiro estudo a fornecer evidéncias de que a capacidade do SNC responder
a estimulos que levem ao aumento da func¢do cardiovascular durante a sepse esta reduzida em
ratos machos. Mais especificamente, encontramos que efeitos mediados através de receptores
adrenérgicos (al, a2 e Bl), se mostraram reduzidos apds a estimulagdo com noradrenalina,
fenilefrina, clonidina e dexmedetomidina. Ainda, foi possivel observar que a as alteragdes na
reatividade do SNC ja sdo evidentes 6 horas apds o inicio do insulto séptico, antes mesmo do
desenvolvimento da hiporresponsividade sist€émica a agentes vasoativos, ¢ ¢ exacerbada 18
horas apds. Administrando antagonistas adrenérgicos (al, a2 e Bl) pela via ic.v.,
demonstramos que receptores Pl-adrenérgicos parecem compensar a dessensibilizagdo de
receptores al-adrenérgicos no SNC durante a sepse. O tratamento sistémico dos animais
sépticos com clonidina pela via s.c. reverteu a hiporresponsividade observada para fenilefrina
em anéis de aorta e aumentou a resposta hipertensora com noradrenalina por via i.v., mas nao
foi capaz de melhorar parametros cardiovasculares in vivo afetados pela sepse. Além disso, a
escolha da cetamina/xilazina como anestésico apresentou menores interferéncias nas respostas
cardiovasculares centrais. Em conclusdo, nossos resultados sugerem uma disfuncdo
cardiovascular de origem central e adrenérgica durante a sepse, abrindo margem para futuros
estudos acerca da importancia do funcionamento de areas especificas do cérebro e dos

mecanismos envolvidos nessa disfungao.
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