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RESUMO

A sepse € responsavel por cerca de 20% de todas as mortes mundiais. Aproximadamente, 40%
dos sobreviventes desenvolvem a sindrome pos-sepse, cujos principais problemas estdo
relacionados com disfungdes do musculo esquelético. Essas disfun¢des impactam tanto a
qualidade de vida como a sobrevivéncia a longo prazo desses individuos. O aumento do 6xido
nitrico (NO) durante a sepse parece ter relagdo com o desenvolvimento desse dano muscular.
Estudos pré-clinicos de sepse utilizam como padrao-ouro o modelo CLP (Cecal Ligation and
Puncture) em camundongos, porém, o método Cecal Slurry utilizado para indugdo de sepse em
camundongos C57BL/6 parece ser mais vantajoso, pela auséncia da necessidade de realizagao
de cirurgia e por ndo ter diferenca em relacdo ao tamanho e quantidade do contetido cecal dos
animais. Portanto, um dos nossos objetivos foi adaptar o método Cecal Slurry para
camundongos Swiss, avaliando pardmetros comumente utilizados para caracterizar a sepse em
roedores. Em um segundo objetivo, utilizamos o modelo Cecal Slurry para verificar a influéncia
do NO na miopatia tardia observada no musculo esquelético causada pela sepse. Para este fim,
induzimos a sepse pelo método previamente citado, e apds 24 h iniciamos o tratamento dos
animais com um inibidor ndo seletivo das 6xido nitrico sintases (NOS; L-NAME) e um inibidor
seletivo da isoforma neuronal (NOS-1) das NOS (7-NI), com ambas as drogas inibindo
seletivamente ou ndao a producdo de NO. Além disso, utilizamos um doador de NO, o
nitroprussiato de sddio (SNP), com objetivo de fornecer exogenamente o NO nos animais. Apds
10 dias da inducdo da sepse e tratamento com as drogas realizamos analises morfométricas e
imuno-histoquimicas do musculo EDL (extensor digitorum longus). Nossos resultados
mostram que o método foi padronizado com sucesso nos animais Swiss, por ter induzido um
quadro tipico de sepse. Os animais apresentaram hipotermia, redugdo de peso corporal,
diminui¢do da ingestdo alimentar, hipoglicemia, hipotensdo e aumento de creatinina nos
camundongos sépticos, estatisticamente diferentes dos animais controle. Esse quadro de sepse
teve uma taxa de sobrevivéncia de 25%. As analises do musculo EDL apresentaram alteracdes
patologicas apds dez dias da inducdo da sepse, mais especificamente atrofia, edema e aumento
do espacgo intersticial entre as miofibras. A realizacgdo da imuno-histoquimica para a NOS-1
teve marcagdes no nucleo, sarcolema e no interior das miofibras. A quantificacdo da NOS-1 foi
estatisticamente menor no grupo tratado com inibidor de NOS. Com isso, nosso trabalho mostra
que a inducdo da sepse pelo método Cecal Slurry ocasionou em alteracdes patologicas tardias
no musculo esquelético, e a inibi¢do ndo seletiva de NOS parece ter sido o tratamento que mais

apresentou dano muscular no EDL, pois sofreu a maior reducao da enzima NOS-1 nesse 6rgao,



e em outras miopatias a auséncia de NOS-1 esta relacionada com um dano muscular maior.
Porém, sdo necessarios mais estudos, como a avaliagdo funcional, para a confirmacao desse
evento.

Palavras-chave: pos-sepse; miopatia; musculo EDL.



ABSTRACT

Sepsis is responsible for about 20% of all deaths worldwide. Approximately 40% of
survivors develop post-sepsis syndrome, whose main problems are related to skeletal
muscle dysfunction. These dysfunctions impact both the quality of life and the long-term
survival of these individuals. The increase in nitric oxide (NO) during sepsis seems to be
related with the development of this muscle damage. Preclinical studies of sepsis use the
CLP (Cecal Ligation and Puncture) model in mice as the gold standard, however, the
Cecal Slurry method used to induce sepsis in C57BL/6 mice seems to be more
advantageous, due to the absence of the need for surgery and because there is no
difference according to the size and quantity of the animals' cecal content. Therefore, one
of our objectives was to adapt the Cecal Slurry method for Swiss mice, evaluating
parameters commonly used to characterize sepsis in rodents. In a second objective, we
used the Cecal Slurry model to verify the influence of NO on the late myopathy observed
in skeletal muscle caused by sepsis. For this purpose, we induced sepsis by the previously
mentioned method, and after 24h we started the treatment of the animals with a non-
selective nitric oxide synthases inhibitor (NOS; L-NAME) and a selective inhibitor of the
neuronal isoform (NOS-1) of NOS (7- NI), with both drugs selectively or not selectively
inhibiting NO production. In addition, we used a NO donor, sodium nitroprusside (SNP),
with the aim of exogenously supplying NO to the animals. Ten days after sepsis induction
and drug treatment, we performed morphometric and immunohistochemical analyzes of
the EDL muscle (extensor digitorum longus). Our results show that the method was
successfully standardized in Swiss animals, as it induced a typical condition of sepsis.
The animals showed hypothermia, reduced body weight, decreased food intake,
hypoglycemia, hypotension and increased creatinine in septic mice, statistically different
from control animals. This sepsis condition had a 25% survival rate. Analysis of the EDL
muscle showed pathological changes ten days after sepsis induction, more specifically
atrophy, edema and increased interstitial space between myofibers.
Immunohistochemistry for NOS-1 showed markings in the nucleus, sarcolemma and
inside the myofibers. NOS-1 quantification was statistically lower expressed in the group
treated with NOS inhibitor. Thus, our work shows that the induction of sepsis by the Cecal
Slurry method caused late pathological changes in the skeletal muscle, and the non-
selective inhibition of NOS seems to have been the treatment that most showed muscle

damage in the EDL, as it suffered the greatest reduction in NOS-1 enzyme in that organ,



and in other myopathies the absence of NOS-1 is related to greater muscle damage.
However, further studies are needed, such as functional evaluation, to confirm this event.

Key-words: post sepsis; miopathy; EDL muscle.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencas infecciosas e sepse

Doengas infecciosas tém sido a maior causa de morte humana desde os primeiros
registros. Como exemplo, hd ampla evidéncia de que aproximadamente um ter¢o a
metade da populagdo da Europa e da Asia foi dizimada pela Peste Negra (FUNK;
PARRILLO; KUMAR, 2009). Ao longo da histéria humana, houve pelo menos 17
pandemias, datadas desde o ano 541, causadas por diversos agentes patogénicos, como
Yersinia pestis, Vibrio cholerae, diversas variantes de influenza A MERS-CoV, e SARS-
CoV-2, o causador da pandemia mais recente, com inicio em 2019 e ainda em curso
(PIRET & BOIVIN, 2021).

Os agentes causadores de doengas sdo divididos em 5 grupos: virus, bactérias,
fungos, protozodrios e helmintos. O curso de uma infec¢do pode ser separado em estagios,
mas apenas quando um agente patogénico estabelece com sucesso um sitio de infecgdo
no hospedeiro, é que ocorre uma doenca. No geral, pouco dano ¢ causado, a ndo ser que
o patdgeno consiga se espalhar a partir do ponto de infec¢do inicial, ou secrete toxinas
que possam ser propagadas no organismo infectado (JANEWAY JR et al., 2001).

Agentes infecciosos podem ainda causar infecgdes sistémicas, ao se disseminarem
pelo hospedeiro principalmente pela corrente sanguinea, e assim podem infectar qualquer
orgao no corpo. No entanto, infec¢des sist€émicas podem vir a evoluir para um quadro de
sepse, como uma condi¢do ameacadora a vida, e o 6rgao ou tipo celular que um patdégeno
infecta ¢ um determinante das manifestacdes clinicas da doenga (WALKER, 2014).

A palavra sepse apareceu pela primeira vez nos poemas de Homero, e era
associada a decomposi¢do biologica e putrefacdo no organismo (GEROULANOS &
DOUKA, 2006). Foi somente mais tarde, no final do século XIX, que a sepse foi ligada
a comunidade médica. Denominada anteriormente como septicemia, era considerada uma
doenca associada a bactérias, pelo envenenamento quimico causado pelos produtos
produzidos por elas (BOTERO & PEREZ, 2012).

Infecgdes que levam a sepse frequentemente comegam no pulmdo, sistema
urindrio, sistema gastrointestinal e pele. Infecgdes bacterianas causam o maior nimero de
casos de sepse, porém ela também pode ser ocasionada a partir de infeccdes fungicas e
virais, como em casos de influenza ¢ COVID-19. Os individuos mais suscetiveis sao

idosos acima de 65 anos, imunossuprimidos, pessoas com doengas cronicas (diabetes,



22

cancer, doengas renais, etc.), criancas com menos de 1 ano de idade, e pessoas que
recentemente tiveram uma doenga grave, sepse ou foram internadas. (CDC, 2022)

Antigamente, a sepse foi considerada uma sindrome que possuia um amplo
espectro de gravidade, tendo o estagio inicial em forma de sindrome da resposta
inflamatoéria sist€émica (SIRS) na presenga de uma infecg¢do. Ja a sepse grave tinha
evidéncias de disfuncao de 6rgaos e hipoperfusao tecidual, e o choque séptico, hipotensao
que persistia mesmo com a realizacdo da ressuscita¢do de fluidos. Por ultimo, o estagio
de sindrome da faléncia de multiplos 6rgaos (MODS), consistia na falha de dois ou mais
orgdos pela incapacidade de manter a homeostase sem intervencdo hospitalar
(GRIFFITHS & ANDERSON, 2009).

O seu conceito moderno ¢ baseado na resposta inflamatéria da sindrome, mas sua
defini¢do e critérios envolvidos sao um processo continuo, do acimulo do conhecimento
de seus mecanismos ao longo do tempo. Isso reflete no sucesso e na falha do seu
diagndstico e nas intervengdes terapéuticas, € na identificacdo da sepse, sua gravidade e
do prognéstico do paciente (SALOMAO et al., 2019).

A defini¢do mais atual e aceita € que a sepse ¢ caracterizada como uma disfungao
de 6rgdos ameagadora a vida, causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a uma
infec¢do. Além disso, a mensuragdo da faléncia de multiplos 6rgaos pode ser representada
pelo aumento na andlise de faléncia de orgaos sequencial (Sequential Organ Failure
Assessment, ou SOFA) como parametro para tomada de decisdes clinicas (SINGER et al.,
2016).

No ano de 2017, foram registrados 48,9 milhdes de casos da doenca, e destes, 11
milhdes vieram a Obito, o que representa quase 20% de todas as mortes mundiais. No
entanto, ¢ estimado que os nimeros reais sejam o dobro do que previamente relatado,
devido a falta de dados da popula¢do que vive em areas de baixo IDH; e quase metade
das mortes associadas a sindrome ocorrem depois da mesma (RUDD et al., 2020).

A sindrome pode levar a morte de até 50% dos pacientes internados em unidades
de terapia intensiva, e mesmo ap0s a alta, os pacientes sobreviventes também exibem uma
taxa de mortalidade muito elevada, quando comparada com os pacientes de qualquer outra
doenca. Os mecanismos por tras disso ainda sdo desconhecidos, tanto celulares quanto
moleculares, e ainda ndo € possivel estabelecer relacdes pela falta de informacao sobre o

assunto (GRITTE et al., 2021)

1.2. Pos-sepse e sindrome pos-sepse
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Além da baixa expectativa de sobrevivéncia e piora da qualidade de vida, os
pacientes sobreviventes podem sofrer efeitos a longo prazo que podem durar meses, e até
anos depois que os sintomas da sepse ativa tenham sido resolvidos. Dentre estes
problemas, destaca-se desordens neurocognitivas, deficiéncias funcionais e piora de
condi¢des médicas. Essas consequéncias sdo consideradas sequelas, e parecem ter um
padrao consistente (MOSTEL et al., 2020).

Assim como cresce o numero de casos, também aumenta o numero de
sobreviventes, que podem sofrer da “sindrome pds-sepse” apds a alta hospitalar. Essa
sindrome envolve danos em multiplos sistemas, como o imune, renal, cognitivo e
cardiovascular. Essas consequéncias juntas levam a novas hospitalizagdes, piora da
qualidade de vida e aumento da mortalidade, e entender sua patofisiologia € crucial para
melhorar as condi¢des de vida de seus sobreviventes (VAN DER SLIKKE et al., 2020).

Em um trabalho de Schmidt et al., 2020, foi demonstrada uma mortalidade de
pacientes sépticos de quase 75%, até o periodo de 4 anos ap6s o diagnostico da doenga.
Apo6s o diagnodstico, metade dos pacientes faleceram em até 70 dias, e quase 20% dos
pacientes vieram a 6bito dentro do primeiro ano de acompanhamento do estudo. Isso
evidencia a mortalidade causada por esta sindrome a longo prazo.

Ademais, apesar da taxa de mortalidade dos doentes ter reduzido recentemente,
resultando em um aumento dos numeros dos sobreviventes, as diretrizes atuais nao
fornecem orientagdo sobre o cuidado apos a alta hospitalar ou periodo de recuperacdo. O
agravamento das complicacdes depois da alta estd associado com um pior estado de satide
antes do desenvolvimento da doenca, caracteristicas do episodio de sepse aguda (como a
gravidade da infecgdo e resposta do hospedeiro), e a qualidade do tratamento hospitalar
(PRESCOTT & ANGUS, 2018).

Os estudos clinicos tém focado na sobrevivéncia de curto prazo, e existem poucos
dados sobre a recuperagdo a longo prazo. H4 muitos caminhos clinicos que um paciente
pode passar ap0s a hospitaliza¢do, desde uma rapida e completa melhora a complicagdes
recorrentes € morte. As prioridades de estudos de longo prazo sdo os mecanismos
envolvidos na morbidade cronica, para incorporagdo de acompanhamento e trajetorias de
recuperacdo e sobrevivéncia entre os pacientes, bem como pesquisas de ensaios
terapéuticos (PRESCOTT et al., 2019).

Cerca de 40% dos sobreviventes desenvolvem a sindrome pds-sepse. Dentre os

sintomas fisicos mais comuns estdo a letargia, fadiga excessiva, baixa mobilidade, falta
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de ar, inchago dos membros por inflamagdo excessiva, dor no peito, e até a incapacidade
de caminhar. Comumente, a recuperagdo da sindrome pos-sepse leva de 6 a 18 meses,
mas alguns pacientes demandam mais tempo, ou até nunca recuperam a normalidade de
antes do episddio de sepse (DANIELS & NUTBEAM, 2019).

Dentre os riscos, também aumentam as chances de desenvolvimento de sindromes
de fraqueza persistente adquirida, tanto dos musculos respiratorios como dos
locomotores. Essa fraqueza adquirida resulta em uso prolongado de ventilagdo mecanica,
limitag¢ao de exercicio e comprometimento funcional dos musculos. Ha ampla evidéncia
de que a sepse causa uma miopatia caracterizada por atrofia, redu¢ao da capacidade de

geracdo de forga e alteragdo da bioenergética (CALLAHAN & SUPINSKI, 2009).

1.3. Modelos de estudo da sepse

Camundongos sdo os animais mais utilizados em pesquisas pré-clinicas, e
possuem a capacidade de uso de linhagens geneticamente modificadas e oportunidade de
estudo de genes particulares na patogénese da doenga. Além disso, tém a vantagem de
ndo serem considerados animais de companhia, e portanto seu uso ¢ considerado mais
ético, além de diversos reagentes e kits comerciais designados para a espécie ja estarem
comercialmente disponiveis, o que facilita a mensuracdo de parametros bioldgicos
(FINK, 2014).

Existem trés principais modelos de sepse, os modelos de infec¢do bacteriana, de
endotoxemia, e da disrupg¢do da barreira do hospedeiro, como por exemplo por ligagdo e
perfuragdo cecal (CLP). Estudos clinicos mostram que a eficacia da terapia
medicamentosa na sepse pode depender do quadro de sua gravidade, ¢ uma melhor
divisdo dos estados dos modelos poderia aprimorar o conhecimento sobre a patogénese e
habilidade de tratamentos especializados conforme a condigdo inflamatoria dos
individuos (BURAS; HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005).

O método CLP ¢ atualmente o padrdo-ouro para a pesquisa sobre a sepse, pois
gera uma representa¢do da complexidade da sepse humana. Para isso, primeiramente os
animais sdo anestesiados e passam por uma laparatomia e tém seu ceco isolado. Apds, o
ceco ¢ ligado abaixo da valvula ileocecal e perfurado duas vezes com agulha. O abdomen
¢ suturado em duas camadas, e ¢ feita a reposi¢ao de fluidos antes do animal retornar a

sua caixa (HUBBARD et al., 2005).
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Porém, esse método pode nao ser o mais apropriado, devido a diferenca do
tamanho e contetido do ceco de animais, ¢ também em relagdo a diferentes idades ou
condi¢des de saude. O modelo de pasta cecal (Cecal Slurry, CS) parece ser mais
vantajoso, ja que a quantidade de contetido cecal ¢ padronizada, ndo € necessario o uso
de anestésicos ou realizacao de cirurgia, portanto ndo ha diferengas entre os grupos
experimentais em relagdo a resposta a cirurgia, além de poder ser feito em um grande
numero de animais (STARR et al., 2014).

Esse mesmo modelo ¢ capaz de induzir a sepse tanto por endotoxemia, quando
por bacteremia prolongada, de forma polimicrobiana e com organismos endégenos ao
hospedeiro, e possui uma maior reprodutibilidade. Ademais, ¢ possivel induzir tanto uma
forma moderada, quanto severa da doenca, e a mortalidade pode ser controlada
dependendo da dose de contetdo cecal injetado, e da idade dos camundongos (STARR et
al., 2014).

Para deteccdo da sindrome em humanos, de sua severidade e faléncia de multiplos
orgaos, ¢ utilizado o escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment), ou analise
sequencial de faléncia de Orgdos. Dentre os seus sistemas avaliados, estdo o
cardiovascular, neuroldgico, respiratorio, renal, hepatico e hematoldgico. As principais
mensuragdes sdo acerca da frequéncia cardiaca e respiratéria, pressao arterial, bilirrubina,
uréia e creatinina, além da escala Glasgow (Figura 1) (JONES; TRZECIAK; KLINE,
2009).

Além dessas mensuragdes, sdao analisados outros pardmetros clinicos
complementares para a detecc¢ao e avaliacao de severidade da sepse, dentre eles os niveis
de glicose para verificagdao de hipoglicemia ou hiperglicemia (FERREIRA et al., 2017),
niveis de lactato, para identificagdo de choque séptico e de um pior prognoéstico (LEE &
AN, 2016), e afericdo de temperatura, para verificagdo de febre ou hipotermia
(THOMAS-RUDDEL et al., 2021). Existem ainda novos biomarcadores em
desenvolvimento, como a mieloperoxidase, cuja avaliagdo pode ajudar no diagnoéstico e

predi¢do de prognoéstico da doenca. (SCHRIJVER et al., 2017).

Figura 1. Sistemas orgéanicos e parametros utilizados para a avaliagdo do escore SOFA

na deteccao da sepse.
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Sistema Meurolégico

- Alteragio pensamento
- Confusao

- Desorientago

Sistema Respiratdrio
- Hipoxemia
- | Razdo Pa0,: Fi0,

Sistema Hematologico
- Queda no namero de plaquetas
- Coagulagdo intravascular

= disseminada

- Petéquia (em cazos graves)

Sistemas analisados para identificacdo de faléncia de multiplos 6rgaos na sepse, dentre eles o
sistema cardiovascular, hepatico, renal, hematologico, respiratorio e neurologico.

Fonte: Adaptado de Lelubre & Vincent, 2018.
1.4. O musculo esquelético

O musculo esquelético representa o maior sistema corporal em humanos. Dentre
suas fungdes, ¢ responsavel pela postura e producdo de movimento, regulagido da
termogénese, metabolismo e secrecdo de peptideos para a comunicagdo com outros
tecidos (CSAPO; GUMPENBERGER; WESSNER, 2020). Ele compde
aproximadamente 40% da massa seca corporal total, e cerca de 50% a 75% de todas as
proteinas (FRONTERA & OCHALA, 2015).

Suas células sdo multinucleadas e denominadas fibras, ou miofibras, altamente
especializadas para a producdo de movimento e geracdo de forga isométrica maxima. O
diametro das fibras possui grande importancia na determinagdao de sua forga, e seu
comprimento determina a sua velocidade maxima de contragdo. Ao redor das fibras,
encontra-se a lamina basal e entre elas hd uma bainha de coldgeno denominada
endomisio, que exercem um papel de suporte dessas células (Figura 2) (LIEBER , 2002).

Abaixo do endomisio, estd a membrana plasmatica das miofibras, o sarcolema.
Ele ¢ uma membrana excitavel que possui varias similaridades com uma membrana de
célula neuronal. Invaginagdes do sarcolema (tubulos T) se estendem para o interior da
fibra na juncdo das bandas A e I, e se conectam com o reticulo sarcoplasmatico. A

excitacdo do sarcolema e dos tabulos T leva a liberacdo de calcio do reticulo



27

sarcoplasmatico e a iniciacdo da contragdo pelos miofilamentos (Figura 2) (DEISCH,
2017).

Conjuntos de miofibras sdo referidos como fasciculas, que junto com o perimisio
que os revestem ajudam a formar a estrutura muscular. Nas fibras, sua principal unidade
formadora sdo as miofibrilas, organelas responsaveis pela contratilidade muscular, e
diversas mitocondrias, que provém a energia necessdria para a contracdo ¢ nucleos
encarregados das instrugdes de producdo de proteinas da fibra (Figura 2) (MACINTOSH;
GARDINER; MCCOMAS, 2006).

Figura 2. Estrutura do musculo esquelético

Didmetro. 1-2 pm | 10-100 pym | 0.5-30 mm|

Reticulo

A ! i : Osso
Sarcoplasmatico ! i i Capilar

Actina  pigsina

Perimisio Epimisio

Endomisio

A Sarcémero i :
| <=me—am || Fibra
= | Muscular !
——— | i Fasciculo

=——— | ¢ Muscular . Musculo

Tenddo

Estrutura do musculo esquelético, desde sua composi¢do macroscopica, até os filamento de actina
e miosina organizados em sarcomeros. O musculo € ancorado ao osso por um tendéo, e € dividido
em fasciculas, contendo suas miofibras. Dentro de cada miofibra estdo presentes diversas
miofibrilas, formadas por sarcomeros e filamentos de actina e miosina.

Fonte: Adaptado de Gotti et al., 2020.

As miofibrilas t€ém ainda unidades contrateis chamadas sarcomeros compostos por
dois filamentos proteicos principais, a actina ¢ a miosina (Figura 3). A forca ¢ gerada
quando filamentos de actina deslizam pelos filamentos de miosina, e resultam na
contracdo dos sarcomeros. Filamentos de miosina sdo mais grossos € possuem diversas
cabegas que se ligam aos filamentos mais finos de actina, formando pontes de actina e
miosina. Como os sarcomeros estdo ligados de ponta a ponta em toda a miofibra, sua

contragdo simultanea contrai todo o musculo (MANSFIELD & NEUMANN, 2019).
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Figura 3. Organiza¢ao da miofibra do musculo esquelético.

Nicleo Fibra Muscular

Mitocondria
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T
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Corte transversal de miofibra do muisculo esquelético, evidenciando os nucleos, miofibrilas e
sarcolema, e aumento da miofibrila com realce do sarcomero, reticulo sarcoplasmatico,
filamentos de actina e miosina e suas bandas.

Fonte: Adaptado de Oliver; Seddon; Trask, 2016.

Em geral, as miofibras sdo classificadas em tipos de contracdo rapida e de
contracdo lenta, definidas pelas isoformas de miosina que expressam (figura 4). Também
sdo definidas pela sua velocidade de fadiga e contragdo, e seu tipo metabolico. O tipo de
miofibra pode impactar em miopatias desenvolvidas, e recentemente tem surgido
pesquisas acerca de sua suscetibilidade ou resisténcia a doengas, porém em muitos casos

ndo ¢ claro porque certos tipos de fibras sdo mais afetados (TALBOT & MAVES, 2016).

Figura 4. Representagdes dos tipos de fibras do musculo esquelético.
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A

Tipos de fibras humanas
Tipo 1
Tipo 2A

Tipo 2X

llustragdo dos tipos
de fibras humanas

Tecido Conectivo

Tipo 1, 2A e 2X

Cc

llustragdo de musculo
devagar (sdleo) e rapido
(ELD) de camundongo
Tipo 1, 2A,2X e 2B

Soéleo

(A) Lamina histolégica de mtsculo EDL humano, com diferenciacdo de tipos de fibras, (B)
lustragdo da lamina histologica humana com tipos de fibras, tecido conjuntivo e nucleos
periféricos das células e (C), Ilustracdo dos tipos de fibras com tecido conjuntivo e nucleos
periféricos dos musculos soleo (contracdo lenta) e EDL (contragdo rapida) de camundongo.

Fonte: Adaptado de Talbot & Maves, 2016.

1.5. Sepse e misculo esquelético

Pesquisas com sobreviventes de sepse de mais de 41 paises mostraram que alguns
dos seus principais problemas decorrentes da sepse estdo relacionados com o musculo
esquelético. Dentre os problemas musculares se encaixam a piora da respirag¢do, dor no
peito, presenca de fadiga, perturbagdo de sono e aumento da dificuldade na realizagdo de
atividades diarias, como leitura e fala. Melhorias para a assisténcia médica para esse
grupo de pessoas € uma area que necessita de avangos. (HUANG et al., 2019).

Além dos problemas citados acima, a perda de massa muscular também ¢
frequente em pacientes com sepse, como uma consequéncia da resposta catabdlica no
musculo esquelético. Ela pode ocorrer devido ao desequilibrio entre a sintese e a
degradacao de proteinas musculares, sendo aumento da degradacao mais essencial que a
diminui¢do da sintese proteica, na diminui¢do da tolerancia ao exercicio fisico e risco

aumentado de complicagdes tromboembolicas e pulmonares (LEE & KIM, 2010).
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Investigagdes sobre associacdes da sepse com um pior prognostico € aumento da
mortalidade dos pacientes mostram relagdo com a perda de massa muscular. Essa
associacdo também ocorre em casos de sarcopenia, e influencia no tempo de
sobrevivéncia dos individuos (ZHANG et al., 2021). Apesar da perda de massa ocorrer
rapidamente durante a sepse, a recuperagao pode demorar consideravelmente, € ndo ha
estudos publicados sobre a reabilitagdo dos sobreviventes (JONES & GRIFFITHS, 2013).

Durante a perda de massa e da atrofia muscular (definida como uma diminui¢ao
no tamanho de um tecido ou 6rgdo), as proteinas contrateis, citoplasma, e as organelas
das células musculares sao removidas. Isso resulta no encolhimento das miofibras do
musculo esquelético, como resultado da ativacdo de sistemas proteoliticos. Esses
diferentes sistemas se conectam em vias de sinalizagdo que controlam a sintese e a
degradacdo proteica simultaneamente, influenciando na performance contratil muscular
(BONALDO & SANDRI, 2013).

Nos musculos respiratoérios, a deficiéncia na contragdo ocorre por defeitos que
atuam na geragdo de for¢a, aumento da demanda metabdlica e da frequéncia respiratodria.
Eles sdo mediados por interacdes com prostaglandinas, citocinas pré-inflamatorias,
fatores de ativagdo de plaquetas, endotoxinas bacterianas, espécies reativas de oxigénio e
oxido nitrico. Os efeitos fisiologicos da maior atividade de enzimas produtoras de 6xido
nitrico na contratilidade e performance de musculos respiratorios e dos membros ainda

devem ser elucidados (HUSSAIN, 1998).

1.6. O o6xido nitrico na sepse

O o6xido nitrico (NO) € um gés, que ¢ sintetizado em diversos tecidos a partir do
aminodcido L-arginina, por trés isoformas das enzimas 6xido nitrico sintases (NOS).
Dentre suas fungdes, o NO age como regulador da pressao e fluxo sanguineos, como um
neurotransmissor, na defesa do hospedeiro contra microrganismos. Também interage com
outras moléculas, como o oxigénio, e forma oxidantes que modificam proteinas por
nitracdo e nitrosagdo, especialmente em desordens inflamatorias (BRUCKDORFER,
2005).

As oOxido nitrico sintases sdao denominadas como NOS-1 (ou NOS neuronal,
nNOS), NOS-2 (ou NOS induzida, iNOS), e NOS-3 (ou NOS endotelial, eNOS). A NOS-
1 e a NOS-3 sdo constitutivamente expressas no organismo, € agem na vasodilatacio e

regulagdo da pressdo sanguinea arterial e na neurotransmissao, etc. Ja a NOS-2 ¢ expressa
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em diversas células em resposta a lipopolissacarideos e citocinas, gerando grandes
quantidades de NO de efeito citostatico em células-alvo parasitadas, que contribuem para
a inflamagdo e choque séptico (FORSTERMANN & SESSA, 2012).

O equilibrio dos efeitos danosos e positivos da regulacdo da sintese de NO ¢
determinado pelo local e grau em que essa sintese ocorre na sepse. Recentemente, tém
sido desenvolvidas possiveis abordagens que buscam vias envolvidas na modulagdo da
sintese do NO e na inibi¢cdo de NOS, a partir do controle da atividade das NOS, doacao
ou inibi¢ao de NO, a fim de regular a pressao arterial e fungao de drgaos durante o quadro
séptico (LAMBDEN, 2019).

O farmaco de uso experimental L-NAME ¢ amplamente utilizado tanto in vitro,
como in vivo, como um inibidor da atividade das NOS. O tratamento agudo e crénico
desse inibidor leva a mudangas na pressdo sanguinea e reatividade vascular, devido a
subsequente reducdo da biodisponibilidade de NO. No entanto, em doses baixas e por
tempo prolongado, o L-NAME pode ativar a produgdo de NO. Existem diferencas na
modula¢do de produgdo de NO a partir do uso desse farmaco a depender do tecido, e da
dose administrada (KOPINKOVA; PUZSEROVA; BERNATOVA, 2012).

O L-NAME j4 foi utilizado em pacientes sépticos humanos e teve que sua infusao
continua restaurou a pressao arterial média e a resisténcia vascular sistémica, além da
troca gasosa nos pulmdes. Porém, houve grandes complicacdes pelo grande aumento da
taxa de mortalidade, e mais estudos sdo necessdrios para determinar se a inibi¢do das
NOS ¢ benéfica na sepse antes de ser utilizado na pratica clinica (LOPEZ et al., 2004)

Por outro lado, a doagdo do 6xido nitrico na sepse ocasiona em melhorias na
sobrevivéncia, hipertensdo pulmonar e perfusdo tecidual, além de restaurar o fluxo
microcirculatorio na sepse. Em contrapartida, sua administragdo diminui ainda mais a
pressdo arterial. Mas, apesar de todos os seus beneficios, na relevancia clinica, ndo atende
0s critérios necessarios para sua extrapolacdo na pratica clinica, e hd uma lacuna na
literatura que deve ser melhor investigada (LAMONTAGNE et al., 2008).

A inibicdo seletiva de NOS também ¢ utilizada em pesquisas, sendo que a NOS-
1 parece estar envolvida nos processos inflamatorios na sepse. A sua inibi¢do
farmacolodgica através do uso de 7-nitroindazol (7-NI) aumenta o risco de mortalidade, o
recrutamento de leucocitos ao sitio da infec¢do e a resposta de citocinas € diminui a
eliminagdo de bactérias na corrente sanguinea. Desse modo, essa enzima teria papel
protetor durante a sepse, mas ainda ndo ¢ possivel extrapolar os estudos para outras

espécies sendo roedores (CUI et al., 2007).
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Com isso, a modulagdo farmacologica do NO pode ser um mecanismo chave no
controle da disfungdo circulatoria na sepse, ja que apenas a ressuscitagdo de fluidos e uso
de vasopressores ndo corrige a perfusdo ma distribuida entre e dentro dos 6rgaos. Assim,
o desenvolvimento de terapias com NO poderia ser crucial no manejo da sepse, de modo

a complementar os tratamentos existentes (LUPP et al., 2013).

1.7. O papel do 6xido nitrico no dano muscular ocasionado pela sepse

Na sepse, trabalhos iniciais indicam que o aumento exagerado da sintese de NO ¢
um importante mediador em potencial para a ocorréncia do choque séptico. A sintese €
desregulada, com producdo exagerada, e ocasiona em faléncia bioenergética, disfungao
cardiovascular e toxicidade celular. Ainda, a redu¢ao da produg¢ao do NO no endotélio
pode ser uma das causas da fun¢do microvascular prejudicada (LAMBDEN, 2019).

No musculo esquelético, o NO controla a diferenciacdo de midcitos, respiragao,
producdo de for¢a e homeostase de glicose. A enzima NOS-1 ¢ considerada a principal
produtora de 6xido nitrico no musculo EDL (extensor digitorus longus) durante a sepse
(LIDINGTON; LI; TYML, 2007). Mas, apesar de todas as isoformas da NOS serem
expressas no musculo esquelético, ¢ a NOS-1 que parece ter preferéncia de localizagdo
nas miofibras, principalmente naquelas de contracao rapida (STAMLER & MEISSNER,
2001).

Em amostras do musculo rectus abdominis humano, a sepse induziu modificagdes
na expressao de NOS-1, que ocasionou na diminui¢do da atividade constitutiva de 6xido
nitrico sintases e da quantidade dessa proteina no musculo. Essas modificagdes parecem
ter relacdo com os prejuizos musculares sofridos pelos pacientes, j4 que a expressao
proteica foi correlacionada significativamente com a sua severidade (LANONE et al.,
2001).

O envolvimento da NOS-1 no musculo esquelético parece ser ambiguo, ja que
possui um papel protetor na contratilidade do diafragma, mas parece ndo estar envolvida
no dano ao sarcolema nessa sindrome (COMTOIS et al., 2001). Portanto, o carater
benéfico ou danoso do 6xido nitrico produzido pela nNOS no musculo esquelético na
sepse ainda ¢ incerto € muito pouco estudado, mas possui grande importancia para
identificar os mecanismos por trds da miopatia adquirida e das sequelas presentes na

sindrome pds-sepse.
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2. JUSTIFICATIVA

A partir dos dados da literatura expostos acima, fica claro que a sepse ¢ uma
doenca grave que afeta o sistema de saude mundial, e que estudos sobre sua patofisiologia
sdo extremamente relevantes para o seu combate. Além disso, durante a sepse ocorre um
aumento exagerado de NO no organismo, que esta envolvido com a hipotensao e alteragdo
do fluxo sanguineo microvascular, que leva a alteragdes sist€émicas e a faléncia de 6rgaos.

O NO pode ainda causar irresponsividade da vasodilatagao na sepse, e devido a
grande propor¢dao do musculo esquelético (cerca de 40% da biomassa e 50-75% das
proteinas), esse gas presente nesse O6rgao pode ser crucial nesse processo, sendo que a
enzima NOS-1, e ndo a NOS-2 pode ser a principal fonte do aumento endégeno do NO
no musculo, ja que ¢ a isoforma de maior abundancia nesse tecido. Ademais, a grande
quantidade de NO e NOS-1 no musculo estd relacionada com miopatias persistentes
induzidas pela sepse.

Como dito anteriormente, a inibi¢ao da produgdo de NO melhora os pardmetros
cardiovasculares em diversos aspectos durante o quadro séptico, mas pouco se sabe o
efeito dessa inibi¢do no musculo esquelético, ou no periodo apds a sepse. Com 1isso,
verificar os impactos do 6xido nitrico e da modulagcdo do NO no musculo esquelético ¢
de suma importancia para o entendimento do desenvolvimento das disfun¢des musculares
ocasionadas pela sepse, e para a melhora da recuperagdo e qualidade de vida de

sobreviventes da doenga.

3. HIPOTESES

Este projeto apresenta as seguintes hipoteses: HO) o método Cecal Slurry de
indugdo da sepse ocasiona em dano muscular que permanece no periodo pos-sepse, €
portanto pode ser um modelo de estudo de miopatias ocasionadas pela sepse, € H1) o
método Cecal Slurry ndo € capaz de promover o dano muscular persistente, e ndo deve
ser utilizado em pesquisas de alteragdes patoldgicas do musculo esquelético apos a sepse.

Em relagdo ano dano muscular esquelético e o NO, temos que HO) a modulagao
do NO no musculo esquelético agrava o dano muscular induzido pela sepse, e H1) a
modulagdao do NO no musculo esquelético ndo tem efeito sobre o dano muscular causado

pela sepse.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Padronizar o método Cecal Slurry de inducao da sepse em camundongos fémeas
da linhagem Swiss e verificar o impacto do 6xido nitrico e da inibi¢ao da produ¢do de NO
dano muscular causado pela sepse.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Adaptar o método Cecal Slurry da linhagem de camundongos C57BL/6 machos

para camundongos fémeas da linhagem Swiss.
4.2.2. Mensurar os parametros fisioldgicos (temperatura, peso, ingestao alimentar, uréia,
creatinina, lactato, mieloperoxidase, pressao arterial média e frequéncia cardiaca) em

animais em quadro de sepse induzida pelo Cecal Slurry.

4.2.3. Realizar as analises morfométricas do musculo EDL (4rea média das miofibras,

area transversal e espago intersticial entre as miofibras) no periodo pds-sepse

4.2.4. Verificar o impacto do 6xido nitrico e modula¢des das NOS no dano muscular no

periodo pds-sepse.

4.2.5. Fazer a imuno-histoquimica para localizar e quantificar a enzima NOS-1 no

musculo EDL no periodo pos-sepse.

4.2.6. Verificar a influéncia do 6xido nitrico e modulagdes das NOS na presenca da

enzima NOS-1 no musculo EDL no periodo pos-sepse.

4.2.7. Relacionar a quantidade de NOS-1 no musculo EDL com as altera¢des patoldgicas

sofridas pela sepse.

5. METODOLOGIA
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5.1. Animais

No total, foram utilizados 165 camundongos fémeas da linhagem Swiss, com
idade de 45-120 dias e peso em torno de 30-50 gramas, com aprovagao do CEUA numero
4274200721, ID 067314; e origem do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Todos foram aclimatados no biotério do Laboratorio de Farmacologia
Cardiovascular e Renal (LabCaRe), no Departamento de Farmacologia, com ciclo de
claro/escuro de 12/12 horas, a uma temperatura ambiente de 23 £+ 2 °C, por pelo menos
uma semana antes do inicio dos experimentos, com 4 a 5 animais por caixa. As fémeas
receberam vermifugo albendazol diluido em agua nos primeiros 3 dias, sendo 2 ml
diluidos em 300 ml de 4gua, e tiveram comida e 4gua ofertadas a vontade durante todo o

tempo, sem restrigdes.

5.2. Drogas e reagentes

Os reagentes utilizados nesse estudo foram: cetamina (Dopalen™, adquiridos de
Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil), xilazina (Anasedan™, adquiridos de Vetbrands, Jacarei,
SP, Brasil), enrofloxacina 10% (Fabiani Satide Animal, Sao Paulo, SP, Brasil), heparina
sodica (Cristalia Produtos Farmacéuticos, Sao Paulo, SP, Brasil), 7-nitroindazol (7-NI),
L-NAME, nitroprussiato de sédio (SNP), dimetil-sulfoxido (DMSO) de Sigma Chemical
Co. St. Louis, Missouri, USA, 3,3’ - Diaminobenzidina (DAB), Triton X-100, brometo
de hexadeciltrimetilamonio (HTAB), tetrametilbenzidina, peroxido de hidrogénio,
carbonato de litio (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), anticorpo policlonal de
coelho anti-NOS-1 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA), soro fetal bovino
(GIBCO, Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil), Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemanha),
paraformaldeido, 4lcool etilico absoluto, xilol absoluto, eosina amarelada, 4lcool metilico
(metanol) (ACS Cientifica, Sumaré, SP, Brasil), hematoxilina de Harris (Newprov,
Pinhais, Paran4, Brasil). Todos os compostos foram diluidos para uso em agua destilada.

O 7-NI foi diluido em DMSO puro na concentracao de 20 mg/ml.

5.3. Método Cecal Slurry (CS)

Para a indugdo da sepse, o estudo se baseou no trabalho de Starr et al. (2014), em

que ¢ descrito um novo protocolo experimental de inducdo de sepse a partir da pasta cecal


https://www.google.com/search?biw=1280&bih=577&q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOV0Si3KLSxJTSnawMu5iZ-JgAABrUvF0VwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiy-syA0rD7AhUkBbkGHRmvALcQmxMoAXoECGkQAw
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(Cecal Slurry, CS), que ¢ menos invasivo, como alternativa ao modelo padrdao-ouro de
ligagdo e perfuracdo cecal (CLP). Ele consiste na coleta do conteudo cecal de animais
eutanasiados, e desse conteudo ¢ feita uma solucgdo filtrada e diluida em agua destilada,
que depois ¢ congelada e aliquotada para uso posterior (Figura 5).

Para realizagao do procedimento foram utilizados animais doadores do ceco, que
foram sacrificados sempre no periodo da manha, com dose letal de quetamina e xilazina
(3 vezes a dose anestésica 90/15 mg/kg) intraperitoneal (i.p.). Logo apos, foi feita uma
incisdao no abdémen dos animais, de aproximadamente 2 centimetros, ¢ o ceco foi
localizado e exposto para fora da cavidade abdominal. Com uma tesoura, o ceco foi
retirado cortando-se suas algas adjacentes, cerca de 1 centimetro de distancia do 6rgdo.

Os orgaos coletados foram posicionados em placa de Petri, e abertos com um corte
em uma de suas extremidades. O contetdo cecal foi coletado com espatula, pesado em
balanca analitica e transferido para um bécker de 100 ml, em que foi adicionado 0,5 ml
de salina para cada 100 mg de fezes. O bécker foi posicionado em um agitador magnético,
e uma barra magnética foi colocada para homogeneizar a solucio.

A partir disso, a solugdo homogeneizada foi filtrada trés vezes consecutivas,
primeiramente com uma peneira, ¢ depois utilizando dois filtros de mesh de abertura 0,25
e 0,074 milimetros (mm). O volume do filtrado final foi mensurado, ¢ foi adicionado o
mesmo volume de agua destilada a solug¢do. Por fim, a solucao foi aquecida em banho-
maria a 37 °C, por cerca de cinco minutos, antes de ser injetada nos animais. Ao contrario
do método original, a solugdo final ndo foi congelada ou diluida em glicerol, e foi utilizada

fresca, pois foi feita exata para o nimero de animais sépticos.

Figura 5. Protocolo original utilizado para adapta¢io do método Cecal Slurry para

a inducdo da sepse em camundongos fémeas Swiss
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A - Dissecagio dos cecos
inteires

B - Contetdo cecal & coletado,
pesado e agua & adicioinada
[0.5mi para 100mg)

C - Centeldso cocal &
peneirado em uma tela de
BE0um +

O - Conteludo cecal &
peneirado em uma tela de
190 pm e colocado em um
béquer com barra magnética

+

E - Violume dé 20% de gliceral
&m PBS & adicionado.
Aliguotas da mistura sdo
coletadas em tubos

criogénicos *

F - Tubos criogénicos sio
congelados a -80°C em um
freezer

(A) Cecos coletados dos camundongos, (B) Coleta do conteudo cecal e adigdo de agua destilada,
(C) Filtragem da solugdo, (D) Segunda filtragem da solugdo, (E) Adicdo de volume igual da
solucdo de glicerol e PBS, e (F) Aliquotas congeladas em -80 °C.

Fonte: Adaptado de Starr et al., 2014.

5.4. Delineamento experimental

Este projeto teve sua metodologia dividida em 3 etapas, que foram divididas em
1) adaptagao do método Cecal Slurry (CS) para camundongos fémeas da linhagem Swiss;
2) avaliacdo de parametros fisiologicos na fase aguda da sepse (24 horas ap6s a indugao
da sepse) e comprovacdo da adaptagdo do protocolo; 3) a influéncia do NO e da
modulacdo das NOS no musculo esquelético no periodo pos-sepse (10 dias apds a indugdo

da sepse).

5.4.1. Adaptacio do método Cecal Slurry (CS) para camundongos fémeas Swiss

Nesta parte do trabalho, foi feito um experimento com inducdo da sepse pelo
modelo Cecal Slurry, conforme descrito no item anterior. Foram utilizadas 2 fémeas
como doadoras para a obtencdo do conteudo cecal, 6 fémeas para controle, e 12 para

modelo de inducdo da sepse (Figura 6). Cada um dos animais sépticos recebeu 0,01 mL/g
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via 1.p. de solucdo cecal, e cada animal controle recebeu 0,01mL/g via i.p. de salina
aquecida a 37 °C.

Apos a indugdo da sepse, foi feita uma avaliacdo da temperatura retal e do peso
em até 72 horas, e da alimentacdo em até 96 horas. Ja no caso da glicemia, foram feitas
medidas ao longo do primeiro dia apds a inducao da sepse nas horas 0, 2, 4 ¢ 6. A
mortalidade dos animais foi acompanhada até 96 horas. Todos os animais receberam
analgesia com aplica¢ao i.p. de tramadol (10mg/kg), duas horas antes da indugao da sepse
ou salina, para evitar interferéncias na sua temperatura, ¢ a cada 24 horas, até¢ dois dias
apos a indugao da sepse.

A figura abaixo representa o esquema do experimento de adaptagdo do protocolo

Cecal Slurry:

Figura 6. Experimento de adaptagdo de protocolo Cecal Slurry de Starr et al. (2014), para

fémeas da linhagem Swiss.

dia-1 dia 0 e
fia 10
pré- 500 ul fim do
experimento salina experimento
controle { { ‘
dia-1 dia0 dia 10
pré- 500 uL fim do
experimento Cecal Slurry experimento

[ |

Experimento de avaliagdo de 10 dias, com grupo controle com inje¢do de 500 pl salina no dia 0,

sepse

e grupo séptico com injecdo de 500 pul de solugdo cecal.

Fonte: A autora, com utilizagcdo do Biorender.

5.4.2. Avaliacao de pardmetros da fase aguda da sepse (24 horas apds a inducdo da

sepse)

Esta etapa do trabalho buscou avaliar os parametros da sepse na sua fase aguda,
em 24 horas. A inducdo da sepse foi feita assim como descrito no experimento anterior

deste trabalho, com a mesma dosagem de solucgao cecal injetados via 1.p. Foram utilizadas



39

vinte fémeas, das quais 2 foram animais doadores, 8 foram controles e 10 animais sépticos
(Figura 7).

Ap6s 24 horas da inducgdo da sepse, cada animal passou por anestesia e teve sua
pressao arterial e frequéncia cardiaca mensuradas. Apos sacrificio foram coletados o
sangue ¢ o pulmao dos animais para analise. A partir do pulmao dos camundongos, foi
medida a enzima mieloperoxidase, e do plasma foram averiguados os indices de ureia,
creatinina e lactato.

O esquema a seguir ¢ um representativo do experimento sobre a fase aguda da

sepse:

Figura 7. Inducdo da sepse por método Cecal Slurry (CS) e analise de parametros

fisiologicos durante a fase aguda da sepse.

hora 0 24 horas
500 uL coleta
salina biolégica
-
medi¢do de
pressdo arterial,
controle frequéncia
> cardiaca,
hora 0 24 horas lactato,
500 ul coleta creatinina, uréia
cecal slurr biolégica e
Y 9 D mieloperoxidase

sepse

Experimento de avaliagdo de pardmetros da sepse aguda. Animais controle receberam 500 pl de
salina e animais sépticos 500 pl de solugdo cecal. Apos 24 horas, os animais foram anestesiados
para medicao de sua pressao arterial e frequéncia cardiaca, e posteriormente eutanasiados para
coleta de sangue e mensuracao de lactato, ureia, creatinina a partir do plasma, e coleta do pulmao
para mensuragdo da mieloperoxidase.

Fonte: A autora, com utilizagdo do Biorender.

5.4.3. Influéncia do éxido nitrico no dano tardio do musculo esquelético causado pela

sepse

Esta terceira parte da pesquisa buscou avaliar o dano no musculo esquelético na

fase pos-sepse, e o envolvimento do 6xido nitrico e das NOS nesse processo. Para isso,
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foram utilizados no total 64 animais, sendo 10 doadores, 7 animais naive (ndo receberam
nenhum tratamento nem salina), e 47 animais sépticos (Figura 8).

Todos os animais receberam injecdes intraperitoneais de antibiotico de amplo
espectro enrofloxacina 10%, na dose 5 mg/Kg, ap6s 24 horas da inducdo da sepse, € a
cada 24 horas at¢ o décimo dia de experimento. Foram divididos em 5 grupos
experimentais, sendo eles: 1) naive (N), 2) sepse controle (recebeu apenas veiculo) (CSC),
3) animais sépticos tratados com inibidor seletivo da enzima NOS-1 (7-NI), 4) animais
sépticos tratados com doador de 6xido nitrico (nitroprussiato de sédio, SNP) e 5) animais
sépticos tratados com inibidor ndo seletivo de NOS (L-NAME).

Os respectivos tratamentos dos grupos 3, 4 ¢ 5 foram aplicados ap6s 24 horas da
inducdo da sepse, e apds a cada 24 horas até o décimo dia do experimento, para analise
da fase pos-sepse das fémeas sobreviventes. Tanto o antibidtico como os tratamentos
foram injetados via i.p. nos animais. No quadro abaixo podem ser verificados os grupos

experimentais, seus tratamentos e a dosagem de cada farmaco para melhor entendimento:

Quadro 1. Descri¢do dos grupos experimentais, de acordo com o tratamento de doagdo

do 6xido nitrico ou modulagao das NOS.

Grupo Tratamento Funcao Dosagem
N Antibidtico comparacao com Smg/Kg
naive animais sépticos e
sépticos tratados
CSC Antibidtico comparagao com Smg/Kg
séptico animais naive e
tratados
TN antibidtico + 7-NI inibidor da enzima Smg/Kg
séptico-tratado NOS-1
SNP antibiotico + SNP doador de 6xido 0,2mg/Kg
séptico-tratado nitrico
L-NAME antibidtico + L- inibidor ndo seletivo Smg/Kg
séptico-tratado NAME de NOS

Fonte: Doses adaptadas de Nardi et al., 2014, para uso cronico.

No décimo dia, foi feito o sacrificio de todas as fémeas sobreviventes e coleta de
sangue, musculo EDL e pulmao. Apos as coletas, tanto o plasma como os 6rgaos foram

congelados a -80 °C para futuras analises bioquimicas. Além disso, a duplicata dos 6rgaos
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coletados foi separada e preservada em paraformaldeido 4% para encaminhamento para
histologia e imuno-histoquimica.

A Figura a seguir mostra um resumo de todas as etapas do experimento:

Figura 8. Experimento sobre a influéncia da modula¢ao do 6xido nitrico no dano

tardio do musculo EDL causado pela sepse.

ANTIBIOTICO
A\
. A -~
NAVE | — PO — DAY DA2 — DIA3 — DIA4 - e
DIA O
SEPTICOS | _s00yl— DIAT __ || | I
(cS0) e ATh DIA 2 DIA 3 DIA 4
DIA 10
DIAD COLETA
SEPTICOS DIA 1 DO
— 500 ul— - - - E—— Zl
(7-NI) ce | AT 7-NI—| DIA2 7 DIAS T DIAA MUSCULO
EDL
DIA O
SEPTICOS | _ __| DIAT | | L L ...
(SNP) SU(g)SuL aTBanp | DlA2 DIA 3 DIA 4
z DIA O DIA 1
(LNaME) | —{500ul— ATB — DIA2 — DIAS — DIA4 ~ ------
CS L-NAME J

Experimento com avaliagdo do impacto do 6xido nitrico e modulag@o das NOS no pos-sepse. No
dia 0, animais do grupo CSC, 7-NI, SNP E L-NAME passaram pela indugdo da sepse, € 0 grupo
naive ndo recebeu salina. Apds 24 horas, foi injetado o antibiotico (ATB) enrofloxacina 10% a
Smg/kg por via intraperitoneal em todos os animais. Além disso, o grupo 7-NI também recebeu
tratamento com 7-NI, o grupo SNP foi tratado com nitroprussiato, ¢ o grupo L-NAME recebeu
L-NAME. A cada 24 horas, cada grupo recebia antibidtico (ATB), e os grupos especificos seu
tratamento, até o nono dia. No décimo dia, todos os animais foram eutanasiados e tiveram seus
musculos extensores longo dos dedos (EDL) coletados. Um musculo foi congelado a -80 °C para
medida de area transversal, ¢ outro foi fixado em paraformaldeido 4% para histologia e imuno-
histoquimica.

Fonte: A autora, com utilizacdo do Biorender.

5.5. Verificaciao dos parametros fisiolégicos e comportamentais dos animais
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5.5.1. Aferi¢cdo de temperatura, peso e alimentagdo

Para afericao da temperatura, foi utilizado um termometro digital, de temperatura
minima de 32 °C, que foi introduzido no reto dos animais, até a temperatura permanecer
estavel. Foram feitas medidas logo apo6s a indugdo da sepse, e depois a cada hora, até
completar 8 horas. A partir disso, foram tomadas medidas 24, 48 e 72 horas depois da
injecdo da solugdo cecal, e os graficos foram expressos em média + erro padrao da média.

Para a mensuragdo do peso dos camundongos, foi utilizada uma balanca digital,
com os animais acondicionados em um pote de plastico, até o animal permanecer parado
e o numero estavel. A pesagem ocorreu 24 horas antes da indugo da sepse, logo apds a
injecdo da solugdo cecal, e 24, 48 e 72 horas apds. Com os resultados, foram feitas analises
de peso médio por grupo experimental e gramas perdidas dos animais, em média + erro
padrdo da média.

A alimentacdo dos animais foi aferida na mesma balanca, com o pote
devidamente higienizado, a partir da racdo presente nas caixas dos camundongos, e foi
feito um calculo da média de ragdo consumida por animal em cada dia, por 4 dias apos a
inducdo da sepse. Os resultados foram expressos em média em gramas por grupo

experimental ao longo do tempo em horas, em média + erro padrdo da média.

5.5.2. Mensuragdo de glicemia

Para avaliar a glicemia, foi utilizado o aparelho On-Call® Plus II, Laboratorios
Acon, de uso humano, com as fitas provenientes da caixa do proprio fabricante do
aparelho. Para isso, cada animal foi posicionado dentro de um contensor proprio para
camundongos, e cerca de 1 cm da ponta final da cauda foi exposta para perfuracdo com o
aparelho. Depois da perfuragdo, uma gota de sangue foi delicadamente obtida com
aplicacdo de pressdo da base da cauda até o furo realizado, e o sangue foi coletado com a
fita especifica. A fita foi posicionada conforme descrito no manual no medidor, e o
numero resultante foi registrado. Os resultados foram expressos em média * erro padrao
da média, a cada duas horas a partir da inducdo da sepse, nos animais controle e sépticos,

até 6 horas, e depois em 24 horas.

5.5.3. Determinacdo da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC)
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Os animais utilizados tiveram sua pressao arterial e frequéncia cardiaca analisadas
24 horas apos a inducao da sepse, e foram anestesiados com cetamina e xilazina na dose
90/15 mg/kg, respectivamente, intramuscular (i.m.), e posteriormente foram colocados
em posi¢ao de decubito dorsal, sobre plataforma aquecida. Uma incisdo perpendicular de
1 cm foi realizada na superficie dorsal do pescogo, expondo o musculo esterno hioide.
Este, por sua vez, foi seccionado medialmente e apds exploragdo cirirgica a artéria
carotida externa direita do animal foi encontrada e separada do nervo vago e tecidos
adjacentes.

Posteriormente, este vaso teve seu fluxo sanguineo interrompido com uso de fio
de sutura, na extremidade distal. O fluxo sanguineo da extremidade proximal foi
interrompido temporariamente com a utilizagdo de uma pinga curvada. Logo apds, uma
incisao foi feita na por¢ao medial da artéria cardtida, e foi inserido um cateter de
polietileno, Angiocath®, n° 23 com heparina, que foi firmemente amarrado ao vaso, e
conectado ao aparelho de transdugdo de pressao Mikro-Tip®, Millar Instruments, Inc.,
Houston, Texas, EUA, e posteriormente acoplado ao amplificador Powerlab 8/30 (AD
Instruments Pty Ltda., Castle Hill, Australia).

As andlises da frequéncia cardiaca e pressdo arterial média foram realizadas
através de um sistema operacional Windows 10, Microsoft Corporation, EUA, e também
pelo software de integracdo LabChart 8TM. Os resultados foram expressos como média

* erro padrao da média (EPM).

5.6. Coleta de amostras biologicas

Para coleta de sangue, os animais foram sacrificados apos 24 horas da indugao da
sepse, com dose letal de cetamina e xilazina, i.p., e foram utilizadas seringas de 3 ml e
agulhas descartaveis, de medida 21G. Logo antes da coleta, uma gota de heparina 5000
UI/mL foi colocada no bico da seringa, antes da agulha ser acoplada, e entdo foi
diretamente introduzida no coracdo do animal, com o sangue coletado. O conteudo foi
centrifugado a 1G, a 4000 rpm, a 20 °C, por cinco minutos, € o plasma resultante foi
congelado a -80 °C.

Também foram coletados os musculos EDL e pulmdes, em tubos de 2 ml. Um
exemplar dos pulmdes foi congelado a -80 °C para realizacdo de analises bioquimicas

(mieloperoxidase), e um musculo EDL foi utilizado para medi¢do de area transversal. O
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outro musculo foi fixado em paraformaldeido a 4% por 24 horas e depois transferidos
para alcool 70%, para fixagdo e realizagdo da histologia e imuno-histoquimica. A coleta
destes musculos foi realizada conforme protocolo descrito previamente (HAKIM;

WASALA; DUAN, 2013).

5.7. Protocolos experimentais com amostras biologicas

5.7.1. Ureia

Para obten¢a@o dos valores de ureia, foi utilizado o plasma congelado dos animais
a — 80 °C, com utilizagdo do kit para dosagem da empresa Labtest. Os reagentes de
trabalho foram preparados conforme o fabricante, com 10 ul de solugao padrao total, 1000
ul de urease e 1000 pl de oxidante de uso para cada tubo de 5 ml contendo o branco,
padrdo e amostras.

No tubo para analise do branco foi adicionado 1000 pl de urease, no tubo padrao
foram adicionados 10 pl da solugdo padrao preparada e 1000 ul de urease, € nos tubos
com amostras, foram adicionados 10 ul de amostra e 1000 ul de urease. Os tubos foram
homogeneizados e incubados a 37 °C por cinco minutos, € logo ap6s foi adicionado 1000
ul de oxidante de uso.

Novamente, os tubos foram homogeneizados e incubados a 37 °C durante 5
minutos. Em uma placa de ELISA foram transferidos 250 ul do conteudo de cada amostra,
e a leitura foi feita em uma leitora de placas Ultra microplate reader EL 808, BioTeck
Instruments, INC., EUA, a uma absorbancia de 600 nm.

Para realizacdo dos calculos, foi descontado o valor do branco de todos os
resultados, e foi utilizada a seguinte formula:

Ureia (mg/dl) = absorbéancia da amostra x 70
absorbancia do padrao

Os resultados foram analisados em meédia + EPM, para cada grupo, controle e

sepse, em 24 horas apo6s a inducao da sepse.

5.7.2. Creatinina
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Nesta dosagem, foi utilizado o plasma dos animais, que estava congelado a — 80
°C, e o kit da empresa Labtest. Para o procedimento, o plasma foi descongelado em
banho-maria, e foi utilizada uma placa de ELISA e a leitora Ultra microplate reader EL
808, BioTeck Instruments, INC., EUA, a uma absorbancia de 510 nm.

Para o pogo do branco, foi adicionado 160 ul de tampao (reagente n°2 do kit), 20
ul de agua destilada e 40 pl de acido picrico (reagente n°® 1). Para o pogo padrao, foi
adicionado 160 pl de tampao, 20 pl de padrao (reagente n° 3) e 40 ul de acido picrico.
Para as amostras, foi adicionado 160 pl de tampao, 20 ul de amostra e 40 pl de acido
picrico.

A placa foi homogeneizada e incubada em banho-maria a 37 °C por 10 minutos,
sendo que o nivel da dgua foi superior ao nivel dos reagentes. A placa foi lida, e o branco
foi descontado, sendo essa absorbancia descrita como Al na formula abaixo, € a do
padrdo, descrita como P. Em seguida foi adicionado ao branco e as amostras 8 ul de
acidificante (reagente n°® 4). A placa foi homogeneizada ¢ mantida em temperatura
ambiente por 5 minutos, e foi novamente lida a uma absorbancia de 510 nm, sendo essa
absorbancia descrita como A2.

Para os célculos, foram utilizadas as seguintes formulas:

Creatina (ndo corrigida) = Al1-A2 X 4mg/dl
absorbancia padrao

Creatinina (corrigida) = creatinina (ndo corrigida) — 0,25mg/dl (indice de

corregao).

Os resultados foram expressos em média =+ EPM, para cada grupo amostral,

controle e sépticos, apds 24 horas da inducao da sepse.

5.7.3. Lactato

A dosagem de lactato foi feita através do plasma congelado a -80 °C dos animais,
pelo método enzimatico com utilizacdo do kit da empresa Labtest, como padrdo do
laboratério. Primeiramente, o plasma foi descongelado em banho-maria até ficar em
estado liquido, e foi preparado o reagente padrao de trabalho conforme fabricante, sendo

500 uL de solugdo para cada amostra, padrao e branco.
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Foram preparados em tubos de 2 ml o branco, com 5 pl de dgua destilada e o
reagente de trabalho, o padrdo, com 5 pl do reagente padrao e o reagente de trabalho; e as
amostras em si, com 5 pul de cada amostra e o reagente de trabalho.

Depois, todos os tubos foram homogeneizados e incubados a 37 °C no banho-
maria, ¢ 200 pl de cada tubo foram pipetados em uma placa de leitura de 96 pogos, ¢
levados para a leitora de placas Ultra microplate reader EL 808, BioTeck Instruments,
INC., EUA, a uma absorbancia de 550 nm.

Para os calculos, de cada amostra foi descontado o branco, € logo ap6s foi utilizada
a seguinte formula:

Lactato (mg/dl) = absorbancia da amostra x 40
absorbancia do padrao

Apds esses procedimentos, os resultados obtidos foram expressos em média +

EPM, para os animais controle e sépticos, em 24 horas ap6s a indugdo da sepse.

5.7.4. Mieloperoxidase

Para dosagem da enzima mieloperoxidase, foi utilizado o pulmao congelado dos
animais, que foi homogeneizado com solugdo tampao de fosfato de sdédio a 50 mM e pH
5,4, com brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB), a 0,5%, p/v, com auxilio de
equipamento do tipo Ultra-Turrax, por dez segundos. Apods esse passo, foi feita a
solubilizacdo com um sonicador Ultrasonic Processor, Cole-Parmer, IL, EUA, a 4 °C, por
dez segundos. O homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm, a 4 °C, por quinze minutos,
e disso foi utilizado 25 pl para dosagem de mieloperoxidase.

Foi utilizado o reagente tetrametilbenzidina, e peroxido de hidrogénio 0,5 mM,
em solugdo tampao fosfato 80 mM, de pH 5,4. A reacdo enzimatica foi realizada por 5
minutos, e foi obtido um volume final de 150 pl. As amostras foram colocadas em uma
placa de leitura de ELISA, e entdo na leitora de placas Ultra microplate reader EL 808,
BioTeck Instruments, INC., EUA, a uma absorbancia de 650 nm.

Com os resultados, foi estimada a quantidade total de proteina, assumindo 1
miligrama de proteina para 1 unidade de absorbancia a 280 nm, sendo a atividade de
mieloperoxidase expressa como densidade Optica a 650 nm por miligrama de proteina. A
atividade da mieloperoxidase foi expressa em média = EPM, em 24 horas apos a indugado

da sepse, nos animais controle e sépticos.
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5.7.5. Histologia das amostras biolégicas

Foi realizada a histologia dos musculos EDL coletados, que estavam fixados em
alcool 70%, e para isso passaram primeiramente pelo processo de inclusdo no Laboratorio
de Histologia do Departamento de Histologia do Centro de Ciéncias Biologicas, com

procedimento descrito no quadro a seguir:

Quadro 2. Tempos de inclusao em reagentes para histologia.

Reagente Tempo
Alcool 70% 1 hora
Alcool 80% 1 hora
Alcool 95% 1 hora

Alcool 100% I 1 hora
Alcool 100% 1T 1 hora
Alcool 50%/Xilol 50% 1 hora
Xilol 100% I 1 hora
Xilol 100% II 1 hora

Parafina I 1 hora
Parafina I1 1 hora

A partir disso, as amostras incluidas foram emblocadas em parafina, e ficaram
secando por 24 horas até os blocos endurecerem. Depois, os blocos foram posicionados
no freezer a -17 °C por alguns minutos, e entdo levados ao micrétomo manual da marca
Olympus America Inc., modelo Cut 4055, onde foram realizados os cortes. Os cortes
resultantes foram posicionados no banho histolégico da Lupetec, BH2015, a 37°C, até as
fitas esticarem, e entdo posicionados em lamina histologica de medida 24x50 milimetros
e colocados em estufa a 40 °C, em um angulo de 45° para secagem.

Apbs 24 horas, as laminas passaram pelo processo de coloragdo em hematoxilina

e eosina, seguindo o protocolo a seguir:

Quadro 3. Processo de desparafinizagao e coloragdo em hematoxilina e eosina.

Reagentes Tempo
Xilol 100% 1 15 minutos
Xilol 100% II 5 minutos
Alcool 100% I 5 minutos

Alcool 100% II 5 minutos
Alcool 90% 5 minutos
Alcool 80% 5 minutos
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Alcool 70% 5 minutos
Agua destilada 1 minuto
Hematoxilina 8 minutos
Agua corrente 3 minutos
Eosina 1 minuto
Alcool 100% (3x) Passagem
Xilol 100% Passagem

Por fim, foram anexadas as laminulas em todas as laminas feitas, com o uso de
Entellan®, com as bolhas sendo eliminadas com ajuda de uma pinga, pressionando o ar
para as extremidades. As laminas com as laminulas foram deixadas para secar por 24

horas na estufa a 40 °C, até a sua analise histologica, descrita a seguir.

5.7.6. Imuno-histoquimica do musculo EDL

A imuno-histoquimica para a enzima NOS-1 foi realizada de acordo com o
protocolo desenvolvido no Laboratorio de Reproducao e Desenvolvimento Animal, do
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética. Ela foi realizada nas laminas
histologicas sobressalentes ndo coradas e sem laminula do musculo EDL dos
camundongos.

Os reagentes foram incubados com as laminas dentro de uma cubeta em uma
capela, ou em uma plataforma de metal, com as laminas suspensas entre dois apoios €

uma pipeta de Pasteur para inclusdo dos reagentes, conforme o quadro a seguir:

Quadro 4. Reagentes e tempos de incubagdo das laminas para imuno-histoquimica da

enzima NOS-1.

Xilol 100% 1 10 minutos Cubeta
Xilol 100% II 10 minutos Cubeta
Alcool 100% I 10 minutos Cubeta
Alcool 100% 11 10 minutos Cubeta

Alcool 90% 5 minutos Cubeta

Alcool 80% 5 minutos Cubeta

Alcool 70% 5 minutos Cubeta

H>0: 10% (1 H202/2 10 minutos no escuro Cubeta
metanol)
PBS 5 minutos Cubeta
PBS-Triton 0,3% 10 minutos (2x em Cubeta
agitacdo branda)
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BSA 5% (albumina sérica 30 minutos Plataforma
bovina) em PBS-Triton
0,3%
BSA 5% em PBS-Triton 30 minutos Plataforma
0,3%
anticorpo primario anti- 12 horas a 4 °C, cobrindo Plataforma
NOS-1 (produzido em os cortes com parafilm
coelho) em BSA 5% e
PBS-Triton 0,3%
PBS-Triton 0,3% Lavar por 10 minutos (3x Plataforma
em agitacdo branda)
anticorpo secundario anti- 3 horas Plataforma
coelho em BSA 5% e
PBS-Triton 0,3%
PBS 10 minutos (3x) Cubeta
PBS-Triton 0,1% 10 minutos (2x) Cubeta
PBS 5 minutos Cubeta
DAB (3,3’ - 5-10minutos, dependendo Plataforma
Diaminobenzidina) do resultado
Agua destilada 5 minutos Plataforma

Para montagem das laminas, o material foi desidratado em alcool 70%, 80% e

90%, por cinco minutos cada, alcool 100% I e II por dez minutos cada, e xilol 100% I e

IT por dez minutos cada. Por fim, as laminas foram cobertas com Entellan® e com a

laminula, com cuidado para expulsdo das bolhas formadas com uma pinga.

5.7.7. Analise histologica e quantificacdo de NOS-1 do musculo EDL

A partir das laminas histologicas confeccionadas, foi feita a andlise histologica

para aferi¢ao de dano muscular e qualidade das laminas, com o uso do microscdpio optico
Olympus BX-41®, do Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB), da
Universidade Federal de Santa Catarina. Para obtencdo de imagens das laminas
histologicas produzidas foi utilizado o software de aquisicdo e captura de imagens Q-
Capture Pro 5.1 Q-Imaging®, com camera digital 3.3 MPixel Q-Imaging®. Foram
fotograftadas imagens nas objetivas de 10x e 20x.

As fotos obtidas foram analisadas pelo software Imagel] para Windows, e delas
foram mensuradas a area média das miofibras, com a utilizacdo de uma escala em microns
para pixels (analyze, set escale), calibrada a cada nova imagem. Depois da defini¢ao da
escala, foram contabilizadas 50 miofibras por foto, a partir da funcdo “polygon

selections”, e sua analise (analyse, measure), com area contabilizada a partir da funcao
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analyze, set measurements, area. A partir disso, foi feito o calculo da drea média das
miofibras de cada grupo experimental.

Além da érea, foram mensurados os espacos entre as fibras utilizando o mesmo
programa. As imagens foram abertas, e clicou-se em image>type>8byt. Depois, foi
ajustado o threshold em image>adjust>auto threshold, e a configuracao utilizada foi a
sugerida “try all”. A imagem escolhida foi a mais representativa da original, e foi
selecionada sua analise em porcentagem com image> adjust>auto threshold>percentage.
Foi medido o poligono com a fungdo “polygon selections” com a melhor area das fotos,
evitando locais de sujeira ou artefatos, e entdo “analyze particles”, apenas com 0s
parametros display results e sumarize.

Do musculo EDL congelado a -80 °C, retirou-se as amostras do freezer e elas
foram descongeladas em temperatura ambiente, com os tubos posicionados no gelo para
preservacdo enquanto ndo eram utilizadas. Foi feita a aferi¢do da area transversal Cross
Sectional Area, CSA), a partir de medida do didmetro em lupa para laboratorio,
Metrimpex Hungary e PZO-Labimex®. Todos os resultados dessa se¢ao foram tabulados
e analisados em média com desvio padrao, de todos os grupos experimentais descritos em
5.5.3 (naive, controle da sepse, e tratamentos com 7-nitroindazol ou 7-NI, nitroprussiato
e L-NAME).

Para a quantificagdo de NOS-1, as imagens das fotos da imuno-histoquimica
foram feitas a partir do protocolo de Crowe e Yue, 2019, com o software ImageJ Fiji.,
versao 1.2. Apds a imagem ser aberta no programa, foi clicado em color>color
deconvolution, em que foi selecionada a op¢ao “H DAB”. Com isso, foi selecionada a
imagem 2, e o threshold foi definido em image>adjust>threshold, e ajustado em valores
maximos e minimos, retirando artefatos. Por fim, a fun¢do analyse>measure expressou
os resultados finais da quantificacdo da enzima NOS-1.

Todos os resultados foram expressos em graficos de dispersao com média e desvio

padrao.

5.8. Analises estatisticas

As analises foram realizadas a partir de tabulamento dos dados obtidos nos

experimentos no programa Microsoft® Excel®, que posteriormente foram utilizados para

calculos estatisticos no programa Graph Pad Prism 9 for Windows® (Graph Pad
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Software, La Jolla, CA, USA). Os resultados obtidos foram expressos como média+= EPM
e as diferengas estatisticas foram consideradas significativas para P<0,05.

Foram feitos os testes t ndo pareados e analises de variancia de uma ou duas vias
(ANOVA one-way ou two-way), testes de normalidade, Shapiro-Wilk e identifica¢dao de
outliers, além de anélises da proporcao de sobrevivéncia. Ainda, foram feitos graficos de
todos os parametros analisados no trabalho, utilizando o mesmo programa Graph Pad

Prism 9 for Windows® (Graph Pad Software, La Jolla, CA, USA).

6. RESULTADOS

6.1. Avaliacdo de temperatura, peso, alimentacao e glicemia de animais controle e

sépticos

6.1.1. Afericdao da temperatura dos animais controle e sépticos

O acompanhamento da temperatura ¢ a presenca de hipotermia na sepse podem
ser utilizados como predi¢@o de progndstico e possivel endpoint. No momento de indugdo
da sepse, os animais do grupo controle apresentavam um temperatura média de 37.4 + 0,1
°C, e os animais sépticos 36,9 = 0,2 °C (Figura 9). Logo na primeira hora apos a inje¢ao
da solugdo cecal, foi possivel observar hipotermia nos animais sépticos (32,8 + 0,2 °C).

A temperatura dos animais sépticos permaneceu baixa por 48 horas, e apenas 72
horas apos a indugdo da sepse, a temperatura foi normalizada, seguindo o mesmo padrao
dos controles (37 + 0,2 °C e 36,9 + 0,4 °C, respectivamente). Em relacdo a mortalidade,
individuos que apresentaram temperatura < 32 °C (a medi¢do minima do termometro) por

mais de 8 horas vieram a 6bito (75% dos animais, dados ndo mostrados).

Figura 9. Temperatura média dos grupos experimentais controle e sepse, até 72 horas da

inducdo da sepse.
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A temperatura foi medida a partir do tempo 0 de hora em hora até 24h, e depois a cada 24 horas
até 72 horas. Resultados sao expressos em média + erro padrdo da média (EPM). O grupo séptico
¢ estatisticamente diferente do grupo controle, com *P<0,05 (ANOVA de duas vias). Grupo
controle com N=11 e grupo séptico com N=6.

Fonte: A autora.

6.1.2. Determinacgdo do peso e alimentacdo dos animais controles e sépticos

Nos mesmos animais do item anterior, foi realizada a medigdo do seu peso
absoluto, sua perda de peso e peso da sua ingestdo de alimento durante a sepse. Em relagdo
ao peso absoluto, foram tomadas medidas no momento de inducao da sepse, € depois a
cada 24 horas, até 72 horas. No inicio da observagdo, os animais do grupo controle tinham
uma média de peso de 46,5 + 0,8g, e os animais sépticos, 49,7 + 1,5g (Figura 10 A). No
final do experimento, o peso dos animais sépticos foi reduzido para 42 + 2g (cerca de
10% de reducao de peso). Apesar de ndo ter diferencas estatisticas, o grupo séptico perdeu
peso consideravelmente nesse periodo. Os animais do grupo controle permaneceram com
o peso médio de 46,1g.

A perda de peso dos animais também foi reportada (Figura 10 B), com medidas
no momento de indugdo da sepse, e depois a cada 24 horas, até 72 horas depois. Nesse
tempo, os animais do grupo controle tiveram uma perda de peso de aproximadamente 1g,
e os animais sépticos tiveram valor de perda de 4,5 £ 2,5g, sendo estatisticamente
diferentes do grupo controle, mostrando que a sepse reduziu o peso desses animais.

Sobre a quantidade de ingestdo de alimento, no inicio da observacao os animais
controles apresentaram valor médio de 5,9 + 0,4g, e os animais sépticos, 5,8 + 0,4g, sem

diferenca estatistica entre os grupos (Figura 10 C). A partir de 24 horas, a ingestdo de
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alimento dos animais sépticos decaiu, € em 48 horas apresentava valor de 0,8 + 0,6g,
enquanto os animais controles tinham valor de ingesta alimentar de 4,3 + 1,2g. A partir
de 72 horas, a ingestao de alimento dos animais sépticos aumentou gradativamente, € em
96 horas ndo tiveram diferenca estatistica em comparagao com o grupo controle (5,0,5 +

1,4 ¢ 3,9 £0,3, respectivamente).

Figura 10. Variacio de peso absoluto, perda de peso e quantidade de alimento ingerido

de animais controle e sépticos.
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(A) Variagao do peso de animais controles e sépticos, em 72 horas, com medidas a cada 24 horas,
(B) Média de perda peso de animais controles e sépticos, em 72 horas, com medidas a cada 24
horas e (C) Variagdo do peso de ingestdao alimentar em gramas por grupo experimental controle
e sepse, com medidas a cada 24 horas, até 96 horas. Os resultados séo expressos como média +
EPM. #P<0,05 (ANOVA de duas vias). Grupo controle com N=6 e grupo séptico com N=11.

Fonte: A autora.

6.1.3. Mensuracdo de glicemia de animais controle e sépticos

A glicemia ¢ um fator importante na predigdo do prognostico da sepse. Foi

acompanhada a glicemia de animais controle e sépticos até 24 horas apds a inducdo da
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sepse pelo método Cecal Slurry. No momento inicial, os animais sépticos e controle nao
apresentaram diferenca estatistica, e seu indice glicémico foi de 117,2 + 3.3 mg/dl e 106
+ 10 mg/dl, respectivamente (Figura 11).

ApoOs a segunda hora, houve uma queda na glicemia dos animais sépticos, ¢ foi
possivel notar que estavam em um quadro de hipoglicemia a partir da quarta hora (55,3 +
8,6 mg/dl, representando uma queda de aproximadamente 53%), condizente o que ocorre
durante o quadro de sepse. O seu indice glicémico permaneceu baixo até final do periodo

de observacdao. Os animais controles se mantiveram dentro da média da curva (97,6

mg/dl) com 89 + 14 mg/dl.

Figura 11. Média da glicemia por grupo experimental controle e sepse.
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Medida de glicemia de animais controle e sépticos nos momentos de inducdo da sepse, ¢ 2,4, 6 ¢
24 horas depois. Resultados expressos em média = EPM. *P<0,05 (ANOVA de duas vias). Grupo
controle com N=5 e grupo séptico com N=11.

Fonte: A autora.

6.2. Avaliacgao fisiologica da sepse aguda por modelo Cecal Slurry (CS)

6.2.1. Medicdo de pressao arterial e frequéncia cardiaca em animais controle e sépticos

Para avaliacao da fun¢do cardiaca e identificacdo de hipotensdo tipica de sepse,
foi realizada a medig¢do da pressdo arterial média e da frequéncia cardiaca média dos
animais controle e sépticos ap6s 24 horas da inducao da sepse pelo método Cecal Slurry.
Em relagdo a pressdo arterial média, os animais controles apresentaram valor médio de

83,3 £ 6,4 mmHg, e os animais sépticos 49,9 + 3,6 mm Hg, com diferenga estatistica e
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reducdo de 40% em relag@o aos animais controle, e apresentavam hipotensao (Figura 12
A).

No caso da frequéncia cardiaca (figura 12 B), ndo houve diferenca estatistica entre
os grupos, sendo que em 24 horas apds a indugdo da sepse os animais controles
apresentaram frequéncia cardiaca média de 336,4 £46,9 bpm, e os animais sépticos 294,2

+ 17,5 bpm.

Figura 12. Pressao arterial e frequéncia cardiaca média de animais controle e sépticos em

24 horas de sepse.
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(A) Pressdo arterial média de animais controle e sépticos em horas apos a indugdo da sepse, em
mmHg e (B) Frequéncia cardiaca média de aninais controle e sépticos, em batimentos por minuto,
24 horas apos a indugdo da sepse. Resultados expressos em média £ EPM. *P<0,05 (teste t ndo

pareado).

Fonte: A autora.

6.2.2. Niveis de ureia e creatinina em animais controle e sépticos

Para avaliagdo da fung¢do renal, foram realizadas medidas dos niveis de ureia e
creatinina dos animais controle e sépticos em 24 horas ap6s a induc¢do da sepse. Sobre os
niveis de ureia (Figura 13 A), nesse tempo ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
controle e sépticos, com valores respectivos de 48,8 £ 2,9 mg/dl e 34,7 + 2,5 mg/dl.

No caso dos niveis de creatinina, em 24 horas os animais controle apresentavam
valor de 2 + 0,4 mg/dl, e os animais sépticos 4 + 0,7 mg/dl, e com diferenca estatistica
entre os dois grupos. Além disso, os valores de creatinina dos animais sépticos foi 50%
maior que nos controles. Isso mostra que a fungdo renal desses camundongos foi

comprometida, como ocorre tipicamente na sepse.
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Figura 13. Niveis de ureia e creatinina de animais controle e sépticos em 24 horas da

sepse.
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(A) Média de ureia em mg/dl dos grupos controle e sepse, 24 horas apds a inducao da sepse e (B)
Média de ureia em mg/dl dos animais controle sépticos, 24 horas apds a inducdo da sepse.
Resultados expressos em média £ EPM. * P<0.05 (teste t ndo pareado).

Fonte: A autora.

6.2.3. Niveis de lactato em animais controle e sépticos

Para avaliagao de quadro de hipoxia tecidual, bem como de prognostico na sepse,
foi medido o nivel de lactato de animais controles e sépticos em 24 horas ap6s a indugao
da sepse (Figura 14). Nesse momento, os animais controles apresentavam 37,3 + 7,1
mg/dl de lactato, e os animais sépticos, 33 + 5,8 mg/dl. Nao houve diferenga estatistica

entre 0s grupos.

Figura 14. Valores médios de lactato de animais controle e sépticos durante a sepse.
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Média dos valores de lactato por grupo experimental, 24 horas apds a indugdo da sepse.
Resultados expressos em média = EPM. Nao houve diferenga estatistica por teste t ndo pareado.

Fonte: A autora.

6.2.4. Niveis de mieloperoxidase em animais controle e sépticos

Mensuracdes de mieloperoxidase podem diferenciar quadros de sepse e de
sindrome inflamatoria sistémica em casos ndo infecciosos. Para isso, foi feita a medida
da mieloperoxidase em pulmao de animais controles e sépticos, em 24 horas de sepse
(Figura 15). Os animais controles apresentaram valor médio de 0,3 £ 0,09 mg/dl, e

animais sépticos, 0,2 + 0,02 mg/dl, e ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.

Figura 15. Valores médios de mieloperoxidase de animais controle e sépticos 24 horas

apos a indugao da sepse.
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Valores de mieloperoxidase média dos grupos controle e sépticos, 24 horas apods a inducdo da
sepse. Resultados expressos em média £ EPM. Néao houve diferenca estatistica por teste t ndo

pareado.

6.3. Analise de sobrevivéncia de animais sépticos

6.3.1. Curva de sobrevivéncia

Apoés a inducdo da sepse, foi feita uma andlise da sobrevivéncia dos animais

controle, sépticos, e sépticos tratados com antibidtico (Figura 16). Na Figura 16 A, foi

observado que os animais controles tiveram uma sobrevivéncia de 100% em 96 horas. Ja



58

em animais sépticos, a proporcao de sobrevivéncia reduziu em 24 horas, e continuou
reduzindo até 72 horas. Em 96 horas, ndo houve mais 6bitos dos animais sépticos, € a
proporcao de sobrevivéncia desses animais nesse periodo foi de 25%. Houve diferenca
estatistica entre animais controle e sépticos.

Para medida de comparagao, as mesmas curvas de sobrevivéncia da Figura 16 A
foram inclusas na Figura 16 B, em que foi feita a propor¢ao de sobrevivéncia de animais
sépticos, que receberam tratamento com antibidtico. Assim como nos animais sépticos
que nao foram tratados com antibiotico, esses camundongos tiveram sua proporcao de
sobrevivéncia reduzida em 24 horas, e novamente em 48 horas.

Ao contrario dos animais sépticos que niao foram tratados com antibiotico, os
animais sépticos tratados com antibidtico vieram a obito somente até 48 horas apds a
inducdo da sepse. 50% dos animais tratados com antibidtico sobreviveram, e houve
diferenca estatistica com o controle. Além disso, em relagdo aos animais sépticos, foram

recuperados 25% dos animais.

Figura 16. Anélise da sobrevivéncia de animais controle, sépticos e sépticos que

receberam tratamento com antibidtico, até 96 horas da inducao da sepse.
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(A) Analise da sobrevivéncia de animais controle e sépticos, em 96 horas ap6s a inducdo da sepse
e (B) Analise da sobrevivéncia de animais controle, sépticos e sépticos tratados com antibiotico,
em 96 horas ap6s a sepse. Resultados expressos em porcentagem de sobrevivéncia. *P<0,05
(sobrevivéncia). Grupo controle com N=6, grupo séptico com N=12 e grupo séptico tratado com
antibiotico com N=47.

Fonte: A autora.

6.4. Analise do musculo EDL

6.4.1. Laminas histolégicas coradas com hematoxilina e eosina
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Foi realizada a histologia dos musculos EDL, e posteriormente coloracdo em
hematoxilina e eosina; e das laminas resultantes foram tiradas fotos para medida de
analise da area das miofibras, analise do espaco intersticial e identificagdo de dano
muscular. Todos os musculos EDL coletados passaram pelo mesmo processo de fixagao,
processamento, inclusdo, e coloragdo, com todos os musculos posicionados em uma
mesma lamina. Para o trabalho, foi escolhida a foto mais representativa de cada grupo, e

estas foram editadas para melhor visualizagao (Figura 17).

Figura 17. Laminas histoldgicas representativas em coloracdo com hematoxilina e eosina

do musculo EDL, em objetiva de 10X.

(A) Grupo naive, (B) (CSC), (C) 7-NI, (D) SNP ¢ (E) L-NAME.

Fonte: A autora.

6.4.2. Andlise da média da darea das miofibras

Foram contabilizadas as areas de 50 miofibras de cada musculo EDL, para
verificar o seu tamanho médio apos 10 dias da inducdo da sepse, e foi calculada a média
por grupo experimental (Figura 18). As médias dos grupos naive, CSC, 7-NI, SNP e L-
NAME foram respectivamente 0,71 + 0,04 mm?, 0,73 + 0,03 mm?, 0,62 = 0,06 mm?, 0,63

+ 0,04 mm? e 0,59 = 0,04 mm?. Nio houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 18. Média da area das miofibras do musculo EDL em milimetros quadrados por

grupo experimental.
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Area média das miofibras por grupo experimental, 10 dias apés a indugio da sepse. Preto: Grupo
N, verde: Grupo CSC, azul: Grupo 7-NI, laranja: Grupo SNP e rosa: Grupo L-NAME.
Resultados expressos em média = EPM. Nao houve diferenca significativa por ANOVA de uma
via com post-hoc de Tukey.

Fonte: A autora.

6.4.3. Analise da drea transversal do muisculo EDL (Cross Sectional Area, CSA)

Para verificagdo da ocorréncia de hipertrofia ou atrofia do musculo EDL, foi
realizada a medida da area transversal média dos grupos experimentais, 10 dias apds a
sepse (Figura 19). Foi calculada uma média dessa medida por grupo experimental, e os
resultados dos grupos N, CSC, 7-NI, SNP e L-NAME foram respectivamente 0,51 + 0,07
mm?, 0,43 £+ 0,05 mm?, 0,38 + 0,04 mm?, 0,47 + 0,07 mm? e 0,68 + 0,07 mm?. Houve
diferenca estatistica entre o grupo L-NAME e 7-NI, e L-NAME e CSC. As diferengas
percentuais entre o grupo N e 7-NI, SNP e L-NAME, foi respectivamente 25%, 7% e
33%.

Figura 19. Area transversal média por grupo experimental em milimetros quadrados do

musculo EDL.
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Area transversal média do masculo EDL por grupo experimental, 10 dias apos a indugao da sepse.
Preto: Grupo N, Verde: Grupo CSC, Azul: Grupo 7NI, Laranja: Grupo SNP e Rosa: Grupo L-
NAME. Resultados expressos em média = EPM. #P<0,05 entre os grupos CSC e L-NAME, e
&P<0,05 entre os grupos 7-NI e L-NAME (ANOVA de uma via com post hoc de Tukey).

6.4.4. Anadlise do espaco intersticial entre as miofibras

Para verificagdo de edema no musculo EDL, foi feita uma analise percentual do
espago intersticial entre as miofibras dos grupos experimentais, dez dias ap6s a indugao
da sepse, a partir de imagens geradas com o software ImageJ (Figura 20). Foi mensurado
0 espago em branco das imagens dos musculos. Casos em que houve coloracdo branca
em locais em que a lamina original havia tecido ndo foram contabilizados para ndo gerar
viés, bem como locais em que havia dobra do corte. Houve diferenca estatistica entre o
grupo naive e 7-NI, sendo que o grupo Naive teve 9,3 + 0,8% de espaco intersticial, e o
grupo 7-NI teve 21,5 + 4,8% (Figura 21). Isso mostra que a inibicao seletiva da enzima
NOS-1 na sepse causou maior edema no musculo esquelético.

Apesar dos outros grupos ndo apresentarem diferenca estatistica, a diferenca
percentual respectiva do grupo naive com os grupos CSC, SNP e L-NAME foi de 8,3%,
7,7% e 6,7%.

Figura 20. Imagens do musculo EDL por grupo experimental, geradas com o software

Imagel, para verifica¢do do espago intersticial entre as miofibras.
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Imagens das laminas histologicas feitas com o software ImagelJ, utilizadas para analise do espaco
intersticial entre as miofibras dos musculos EDL de cada grupo experimental, em objetiva de
10X, dez dias apds a indugao da sepse. (A) Grupo N, (B) Grupo CSC, (C) Grupo 7-NI, (D) Grupo
SNP ¢ (E) Grupo L-NAME.

Fonte: A autora.

Figura 21. Média da porcentagem de espago intersticial entre as miofibras dos musculos

EDL dos grupos experimentais, dez dias apds a sepse.
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Meédia da porcentagem do espago intersticial entre as miofibras dos mtsculos EDL dos grupos
experimentais, coletados dez dias apods a indugdo da sepse pelo método Cecal Slurry. Preto:
Grupo N, Verde: Grupo CSC, Azul: Grupo 7-NI, Laranja: Grupo SNP e Rosa: Grupo L-NAME.
Resultados expressos em média £ EPM. *P< 0,05 (ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey)
comparado com Naive.

Fonte: A autora.
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6.4.5. Andlise do dano muscular

Ao observar as laminas histoldgicas e realizar a comparacdo entre os animais
naive e sépticos, foram notadas diversas alteracdes patologicas (Figura 22). A imagem da
esquerda representa um individuo representativo do grupo naive, € a imagem da direita
mostra um animal que passou pela inducdo da sepse. As analises musculares utilizaram
como base o atlas de lesdes ndo neoplasicas de roedores, um guia padronizado do
National Toxicology Program, que faz parte do National Institute of Health dos EUA
(NTP, 2022).

As observagdes foram realizadas apenas no grupo naive e séptico, excluindo os

grupos tratados, pois se trata de uma descri¢do qualitativa.

Figura 22. Fotos das ldminas histologicas evidenciando o musculo saudével e alteracdes

patoldgicas causadas pela sepse, em objetiva de 20X.
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A esquerda: Miusculo EDL representativo do grupo naive, com seta verde apontando a
organizagdo normal do musculo saudavel. Seta verde: Misculo EDL saudavel. A direita:
Representativo do musculo EDL do grupo CSC. Seta azul: Presenca de edema pela expansdo do
espaco intersticial, ¢ Seta amarela: Atrofia de uma miofibra devido a redugdo de seu didmetro.

Fonte: A autora.

6.4.6. Imuno-histoquimica do musculo EDL para NOS-1
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A sintese do NO no musculo esquelético ocorre principalmente pela enzima NOS-
1. Para verificar sua presenca no musculo EDL, foi realizada a imuno-histoquimica no
musculo EDL, coletado apds dez dias da indugdo da sepse. Foi escolhida uma imagem
representativa de cada grupo, que foi editada para melhor visualizagdo das marcagdes
(Figuras 23 e 24). Todos os musculos foram posicionados na mesma lamina, e passaram
pelo mesmo processo de imuno-histoquimica ao mesmo tempo. A quantificagdo da NOS-

1 foi feita sobre as imagens originais, sem edigao.

Figura 23. Marcagdes de imuno-histoquimica para a enzima NOS-1 no musculo EDL,
dez dias apos a indugdo da sepse, por grupo experimental, em objetiva de 10X.

Csc SNP L-NAME

Imagens representativas editadas da imuno-histoquimica para a NOS-1, por grupo experimental,
dos musculos EDL coletados dez dias apds a inducdo da sepse. Seta azul: Presenca da enzima
NOS-1 nos nucleos das fibras esqueléticas. Seta amarela: Presenca da NOS-1 no sarcolema do
musculo esquelético. Seta branca: marcacao sutil no interior da miofibra.

Fonte: A autora.

Figura 24. Marcagao da enzima NOS-1 no musculo esquelético de animal naive e no

musculo liso vascular, dez dias apods a indugao da sepse.
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Marcagdo para a enzima NOS-1, realizada pela técnica de imuno-histoquimica, em mtsculo EDL
e musculo liso vascular de animal naive, coletados dez dias ap6s a indugao da sepse. Seta preta:
Presenga de NOS-1 nas hemacias do musculo liso vascular (artefato da técnica). Seta roxa:
Marcagio da enzima na célula do musculo liso de uma arteriola. Seta verde: Presenga da NOS-1
no nucleo da miofibra, evidenciando a cromatina no musculo esquelético.

Fonte: A autora.

6.4.7. Quantificagdo da enzima NOS-1

Através das imagens originais da imuno-histoquimica, foi feita a quantifica¢do da
enzima NOS-1 em cada musculo de cada grupo experimental, para relacionar a presenca
dessa enzima com o dano muscular do EDL (Figura 22). Nao foram contabilizadas as
marcagdes dos nticleos ou do sarcolema, apenas da NOS-1 no interior da miofibra, por
motivos de interesse apenas nas miofibras. Houve diferenca estatistica entre os grupos
naive e L-NAME. Os valores das quantifica¢cdes dos grupos naive, CSC, 7-NI e L-NAME
foram respectivamente 197,7 £ 22 U.A., 102,4 = 31 U.A,, 115,1 £ 16 U.A., 44,1 =24
U.A.

A diferenca porcentual entre o grupo naive ¢ CSC, naive e SNP e naive e L-
NAME, foi respectivamente 48%, 41% e 77%. Em relacdo a diferenca porcentual entre o
grupo séptico com os demais tratamentos, houve um aumento de 12% do grupo SNP, e
uma reducao de 57% do grupo L-NAME. Ou seja, a inibi¢ao ndo seletiva das NOS foi o
tratamento que mais reduziu a NOS-1, principal produtora do NO no musculo esquelético.
Apesar de ndo ter diferenga estatistica, a NOS-1 teve uma tendéncia de reducdo pela

indugdo da sepse e com o tratamento doacdo do 6xido nitrico.
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Figura 25. Média da quantificacdo da enzima NOS-1, por grupo experimental em

unidades arbitrarias, dez dias apds a sepse.
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Quantificacdo da enzima NOS-1 em unidades arbitrarias por grupo experimental, no musculo
EDL coletado apos dez dias da indugao da sepse. Preto: Grupo N, Verde: Grupo CSC, Laranja:
Grupo SNP ¢ Rosa: Grupo L-NAME. Resultados expressos em média = EPM. *P< 0,05
(ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey), em relagdo ao grupo naive.

Fonte: A autora.

7. DISCUSSAO

7.1. Padronizacio do modelo Cecal Slurry em camundongos Swiss fémeas

Inicialmente, este trabalho tinha como proposta original avaliar a influéncia do
oxido nitrico no dano do musculo esquelético na sepse tardia, utilizando o modelo de
indugdo de sepse padrao-ouro, CLP. No entanto, essa metodologia teve que ser alterada
pois ndo obteve a aprovacdo do CEUA. Com isso, como alternativa sugerida pela propria
comissao, foi feita a mudanca para o método Cecal Slurry, menos invasivo. Porém, o uso
do CS na literatura s6 fazia uso de ratos, camundongos C57BL/6 ou neonatos machos,
sem registros na linhagem Swiss.

Além disso, o projeto de pesquisa inicial tinha como objetivo avaliar o efeito da
ecdisterona no dano muscular esquelético no periodo pds-sepse, mas a literatura
publicada mostrava a existéncia de resisténcia desse tratamento em machos. Assim sendo,

optou-se por camundongos fémeas Swiss, e antes de se avaliar o dano muscular na sepse
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tardia, o método Cecal Slurry precisou ser adaptado para essa outra linhagem e em
fémeas.

Para isso, foram realizados dois experimentos. O primeiro buscou identificar a
sepse nas fémeas Swiss (Figura 6), a partir da analise de parametros caracteristicos dessa
sindrome. Foi feita indugdo da sepse, com acompanhamento da temperatura desses
animais, seu peso, ingestdo alimentar, glicemia e sobrevivéncia em 96 horas. No segundo
experimento (Figura 7) foi realizada a avaliacdo fisiologica da sepse, e foi feita a
mensuragao da pressdo arterial e frequéncia cardiaca médias, e dos niveis de uréia,
creatinina, lactato e mieloperoxidase, 24 horas ap6s a inducao da sepse.

A partir dos resultados desses experimentos, foi possivel concluir que o método
Cecal Slurry adaptado em camundongos fémeas Swiss induziu um quadro de sepse. Os
animais sépticos apresentavam sintomas tipicos, dentre eles a hipotermia, redugdo de
peso, redugdo da ingestao de alimentos, hipoglicemia, hipotensao e creatinina aumentada,
estatisticamente diferentes dos animais controle. Além disso, a sua taxa de sobrevivéncia
também foi compativel com o observado em pacientes humanos, em que apenas 25% dos
animais sépticos sobreviveram.

Os resultados da avaliagdo da temperatura desses animais até 72 horas apos a
inducdo da sepse (Figura 9) mostraram que a partir da primeira hora, houve uma queda
significativa de sua temperatura corporal dos animais sépticos, € um quadro de
hipotermia. A partir de 48 horas, a sua temperatura foi recuperada aos poucos, até atingir
a medida dos controles, sem diferenca estatistica entre os grupos. No mais foi observado
que os animais que tiveram temperatura < 32 °C vieram a 6bito (dados ndao mostrados), o
que poderia ser um indicativo para a realizacao de endpoint.

Esse padrao também foi observado em outros trabalhos, sendo que a temperatura
baixa foi observada até 7 dias apos a indugao da sepse. O acompanhamento mais longo
da temperatura mostrou que em 23 dias esse parametro ainda ndo se iguala aos
camundongos controles. Além disso, foi proposto que a hipotermia possa ser um endpoint
em casos de temperatura corporal < 30,5 °C em 24 horas, como uma forma de predizer a
mortalidade e reduzir o sofrimento dos animais (LAITANO et al., 2018; GRANGER et
al., 2013).

Existem diversas tentativas de elucidar os mecanismos que levam a essa
hipotermia, j& que esté relacionada a uma maior mortalidade, e as hipoteses da literatura
estdo relacionadas com a falta de citocinas pré-inflamatorias, principalmente TNF-a e IL-

6, que sdo considerados os marcadores febris. No entanto, a etiologia da baixa
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temperatura na sepse permanece pouco entendida (WIEWEL et al.,2016). Outras
evidéncias apontam ainda que uma hipotermia leve e/ou controlada pode diminuir a
mortalidade e danos inflamatdrios sistémicos (HUET et al., 2007).

Desse modo, ¢ preciso investigar mais a causa da hipotermia, qual ¢ sua ligagao
com uma alta mortalidade e o seu vinculo com as citocinas. Ademais, o uso do endpoint
deve ser continuado, mas utilizado junto com outros fatores bidticos assim como feito no
escore SOFA, ja que podem existir falsos positivos e negativos, ¢ a predi¢do entre
sobrevivéncia e morte pode ser enviesada por apenas uma observacao.

Além da temperatura corporal, outro parametro que foi investigado foi o peso
corporal (Figura 10 A e B). Em até 72 horas ap6s a indugao de sepse, houve uma grande
perda de peso dos animais sépticos, que nao foi recuperada ao nivel dos animais controle
até o final da observag@o. Os animais controle mantiveram seu peso dentro da média da
curva por todo o tempo analisado, o que sugere que a sepse afetou o peso dos animais.

Para verificar se a perda de peso dos animais poderia ter alguma relagdo com a
sua alimentacdo, foi contabilizado o seu consumo alimentar em até 72 horas da indugdo
da sepse (figura 10 C). Como o peso corporal, a ingestdo alimentar também sofreu uma
redugdo nos animais sépticos, que decaiu em 24 horas. Em 48 horas, os animais sépticos
apresentaram uma ingestdo de alimento de 0,8 + 0,6g, enquanto os animais controles
apresentavam a ingesta de 4,3 = 1,2g de racdo, e foram estatisticamente diferentes quando
comparados ao grupo controle. No entanto, a partir de 72 horas, seu consumo de ragao
foi aumentando, até se igualar aos niveis normais dos animais do grupo controle em 96
horas.

Isso foi visto em outros trabalhos, que utilizaram os modelos CLP e LPS, que
relataram a reducdo da ingestdo alimentar durante trés dias apos a inducao da sepse, além
da relacdo com a perda de peso dos animais. A perda de peso observada nos nossos
resultados também parece estar associada com a redugdo da ingestdo alimentar
(GRANGER et al., 2013; BLUTHE et al., 2000). Em experimentos de 7 dias apos a sepse,
também houve perda de peso prolongada (LARIAN et al., 2019; LIU et al., 2021), porém,
ha dados divergentes com outro estudo, em que ocorreu a perda de peso, mas ndo a
redu¢do da ingestao alimentar. Isso sugere que outros parametros estdo relacionados com
a perda de peso na sepse além da ingestao alimentar (REMICK et al., 2005).

Em outro caso, o consumo alimentar teve um padrao similar ao nosso estudo, com
queda dréstica logo no primeiro dia da sepse, e atingiu niveis normais no quinto dia

(SALMANI et al., 2022). Isso mostra que os resultados disponiveis na literatura sao
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divergentes, e animais sépticos podem ter diferentes perfis alimentares, além de ganhar,
perder muito ou manter seu peso, tanto sobreviventes como falecidos, a depender do
periodo de observagdo, linhagem e método de inducdo da sepse (OSUCHOWSKI et al.,
2007; XIAO; SIDDIQUI; REMICK, 2006; MARKWART et al., 2014).

Dessa forma, ainda ¢ pouco claro a influéncia sobre o peso corporal e a ingestao
alimentar, e como essas medidas estariam relacionadas. Os resultados dessa divergéncia
de dados poderiam estar conectados com o modelo animal utilizado e experimento
realizado. Apesar disso, essas avaliagdes de peso e ingestdo alimentar podem ser
importantes para analise do bem-estar animal, escores de severidade da sepse e possiveis
endpoints. Portanto, nossos resultados de alimentagdo e ingestdo alimentar estdo de
acordo com a literatura atual.

E provavel que alteragdes no consumo de alimento também influenciem na
glicemia de animais sépticos. Na sepse aguda em 24 horas, inicialmente houve um
aumento da glicemia (Figura 11), seguido de queda a partir da segunda hora da inje¢do
da pasta cecal, com diferenca significativa na sexta hora. A desregulagdo do metabolismo
da glicose ¢ vista em outros artigos, sendo que primeiramente ha um pico de glicemia
(hiperglicemia) seguido de queda (hipoglicemia), e esses eventos estdo associados com
uma maior disfuncao de 6rgaos e mortalidade (YAMASHITA et al., 2017; SHAH et al.,
2018).

De modo geral, o estresse fisiologico da sepse pode causar trés perturbagdes na
regulagdo da glicemia: a hipoglicemia, hiperglicemia e variabilidade glicémica, que
devem ser estudados em subgrupos pela heterogeneidade patofisiolégica (PLUMMER &
DEANE, 2016). Como na temperatura, as causas dessa ocorréncia possuem hipoteses
baseadas em citocinas e TNF-0, e também em hormonios como a incretina, que
potencializam a liberag@o de insulina (OGURI et al., 2002; SHA et al., 2019).

Hé ainda uma possibilidade de a sepse gerar uma deficiéncia na liberacdo de
insulina, que poderia levar a suscetibilidade a hipoglicemia (HAGAR et al., 2017). Como
citado acima, ainda € incerto qual o mecanismo responsavel pelas flutuacdes da glicemia
durante a sepse, e hd ampla divergéncia de resultados, j4 que ndo ¢ vista apenas
hipoglicemia, hiperglicemia ou variabilidade glicémica.

Contudo, os nossos resultados se mostram similares com outros artigos, com
nosso modelo de sepse apresentando um quadro hipoglicémico, que parece estar
associado com a reducdo da ingesta alimentar dos animais tais quais os dados de Ferreira

etal.,2017. Esses autores observaram que os animais sépticos apresentaram hipoglicemia
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em 24 horas, e também relacionaram esse acontecimento com a falta de apetite dos
animais sépticos, assim como ocorreu em nosso estudo.

Além dos parametros analisados acima, outras caracteristicas importantes a serem
analisadas na sepse sdo a pressao arterial e a frequéncia cardiaca, pois estdo relacionadas
com a hipoperfusao e a hipovolemia, que sdo algumas das causas da faléncia de multiplos
orgdos. Durante a fase aguda da sepse (Figura 12), os animais sépticos sofreram uma
queda na pressdo arterial, e foi identificada uma hipotensdo, com redu¢ao de 40% da
pressao arterial em relacdo ao controle. Porém, a frequéncia cardiaca ndo demostrou
alteragdes entre os grupos.

A hipotensao na sepse aguda foi demonstrada em outros trabalhos em modelos
animais, sendo que parece ser associada com um pior prognéstico em roedores (KUMAR
et al., 2006; WANG et al., 2015). Em contrapartida, a frequéncia cardiaca observada no
presente estudo ndo mostrou diferencas estatisticas entre os grupos, assim como em outro
trabalho. Mesmo assim, nesse artigo houve diferenga significativa entre os animais
sépticos quando comparado com os valores iniciais, € em 24 horas apods a inducio da
sepse (HOLLENBERG et al., 2001).

Além disso, a frequéncia cardiaca normal de camundongos de laboratério ¢ de
aproximadamente 500 a 700 bpm, e a modulagdo dos batimentos ¢ considerada minima
(at¢ aproximadamente 50%), ou seja, podem ndo existir variagdes estatisticamente
diferentes, apesar de haver alteracdes significativas, e isso limita a exploragdo desses
dados para aplicagdo em pacientes humanos. Ademais, os processos de mensuragdo da
frequéncia cardiaca nesses animais envolvem o uso de anestésicos, que diminui a
frequéncia cardiaca e limita a avalia¢do da fungao cardiaca (LUJAN & DICARLO, 2013;
JANSSEN et al., 2016).

Com isso, se faz necessaria a mensuracdo da pressdo arterial e da frequéncia
cardiaca antes da sepse, € nao s6 durante a fase aguda, e os efeitos dos anestésicos também
devem ser considerados nos resultados. Isso sugere que a frequéncia cardiaca normal dos
animais antes da sepse pode interferir nos resultados obtidos no quadro séptico, e apesar
de ndo ter diferenca estatistica entre os grupos, a frequéncia cardiaca poderia estar
significativamente alterada.

Além da hipoperfusdo ser uma das causas da faléncia de 6rgdos, ela esta envolvida
com o aumento do lactato na sepse. Os niveis de lactato observados no presente trabalho
(Figura 14) ndo mostraram diferenca estatistica entre os grupos durante a fase aguda. Isso

ocorreu também em outros estudos, em que ndo foram observadas alteragcdes nas
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concentragdes de lactato nas primeiras 12 horas da inducdo da sepse (KUMAR et al.,
2006). Em contrapartida, também foi reportado aumento do nivel de lactato em 24 horas
por outros autores pelo modelo CLP, e esse acontecimento ¢ correlacionado com uma
maior mortalidade (YANG et al., 2022; FAN et al.,2022).

A hiperlactatemia ¢ utilizada para identificar grupos de alto risco, como um
biomarcador de hipoxia tecidual. Esse aumento ¢ dado por ativacdo da via de glicdlise
anaerdbia em vista da hipoperfusdo e débito de oxigénio no organismo. Contudo, diversas
evidéncias apontam que o verdadeiro motivo do aumento do lactato na sepse seria a
elevacao da glicolise aerobia e do estresse oxidativo, € esse biomarcador teria entdo uma
funcdo protetora de facilitar a eficacia bioenergética. Com isso, a interpretagdo dos niveis
de lactato deve ser feita de acordo com o consenso mais atual (GARCIA-ALVAREZ;
MARIK; BELLOMO, 2014; BAKKER, 2017).

Portanto, a auséncia de diferenca estatistica do lactato entre os grupos
experimentais ndo necessariamente indica que nao houve hipdxia tecidual neste modelo
de sepse, e foi condizente com outros autores. De qualquer forma, seria interessante
realizar a avaliagdo do lactato em outros momentos da sepse, para a verificacdo de
possiveis divergéncias que possam ocorrer pela utilizagdo de métodos de inducao de sepse
diferentes.

Além da hiperlactatemia, durante a sepse hd uma resposta inflamatoria severa e
persistente (RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008). Um dos marcadores utilizados para a
detec¢do dessa inflamagdo ¢ o aumento da mieloperoxidase. Neste trabalho, foi feita a
dosagem da mieloperoxidase no pulmao de animais controle e sépticos (Figura 15), mas
nao houve diferenca estatistica. Um estudo em humanos observou um pico de
mieloperoxidase no primeiro dia de admissao de pacientes sépticos em UTIs, e uma queda
progressiva a partir do segundo dia (BONAVENTURA et al., 2020).

Os autores nao discutiram o porqué da mieloperoxidase ter sofrido essa reducao
ao longo do periodo do estudo, apenas relacionaram suas concentragdes com a
mortalidade dos individuos. Porém, em camundongos sépticos também ocorreu essa
relagdo, em que animais com deficiéncia de mieloperoxidase se mostraram mais
suscetiveis a morrer de infeccdo (GAUT; YEH; TRAN, 2001; BROVKOVYCH et al.,
2008). Desse modo, esses dados mostram que € necessario quantificar esses marcadores
bioquimicos em outros momentos da sepse para medida de comparagao, para verificar se
ha picos mais iniciais ou tardios, e deve-se investigar os mecanismos que causam esse

evento.
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Outros parametros analisados na fase aguda da sepse foram a creatinina e a ureia
(Figura 13), ja que um dos 6rgdos mais afetados pela faléncia de multiplos 6rgaos € o rim.
Niveis de ureia podem aumentar devido a processos infecciosos e febris, e pelo grande
consumo proteico na dieta. Ja valores reduzidos estdo relacionados com problemas
metabolicos hepaticos, catabolismo proteico alterado e ma nutricdo (HOSTEN, 1990;
HIGGINS, 2016); e os camundongos desse estudo apresentaram redug¢do em sua ingestao
alimentar no intervalo apos a indugdo da sepse.

Em 24 horas apos a inducao da sepse, a creatinina dos animais sépticos teve
valores dobrados em relagdo aos animais controles, com diferenca estatistica entre os
grupos, mas a ureia ndo apresentou diferengas estatisticas. Apesar disso, diversos autores
observaram o aumento de uréia e creatinina na sepse induzida pelo método CLP (SUN et
al., 2019, XIA et al., 2018). No entanto, a melhor forma de avaliar a fungao renal ¢ pela
medi¢do de taxa de filtragdo glomerular, estimada pela creatinina (FERGUSON &
WAIKAR, 2012), e os resultados dessa pesquisa evidenciam que houve dano renal pelos
niveis de creatinina. Ainda, a reducdo da ingestdo de alimento poderia ter levado a
auséncia da elevacao da ureia.

Ademais, medi¢des de ureia em outros momentos da sepse também poderiam ser
importantes para a comparagio ao longo do tempo da fungio renal. E possivel, que pelo
modelo de inducdo de sepse, possa haver aumento de ureia em outros momentos, assim
como ocorreu no trabalho de Lee et al. (2016), em que seu modelo da Cecal Slurry foi
adaptado e utilizado em ratos, e o pico de ureia e creatinina ocorreu em 6 horas apos a
indugdo da sepse.

A tltima analise feita nos camundongos durante a fase aguda da sepse foi a sua
taxa de sobrevivéncia (Figura 16), pois a sepse comumente ¢ fatal. Os animais controles
deste estudo apresentaram sobrevivéncia de 100%. No entanto, os animais sépticos
tiveram reducao da proporcao da sobrevivéncia a partir de 24 horas apds a indugdo da
sepse. Essa propor¢ao continuou a reduzir em 48 e 72 horas, mas em 96 horas nao houve
mais 6bitos causados pela sepse. Ao final do experimento, os animais sépticos tiveram
uma propor¢ao de sobrevivéncia de 25%, estatisticamente diferentes do controle.

Diversos autores relataram uma sobrevivéncia dose-dependente de Cecal Slurry,
sendo que uma aplicagdo com dose maior de solugdo cecal causa uma menor
sobrevivéncia dos animais, tanto em fémeas como machos adultos, ou ainda neonatos. As
curvas de sobrevivéncia desses artigos ndo tiveram resultados parecidos com o nosso

estudo, porém isso pode ter ocorrido pelo fato de serem utilizadas outras linhagens de
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camundongos (C56BL/6), e a maioria dos estudos encontrados utilizou ratos inclusive
neonatos (WYNN et al., 2007; LEE et al., 2016; YANG et al, 2020; YOUNG et al., 2017;
NAKASONE et al., 2021). Nao foram encontrados outros artigos com o método Cecal
Slurry em camundongos Swiss fémeas.

Também foi realizada a propor¢do de sobrevivéncia de animais sépticos que
receberam tratamento com antibidtico de amplo espectro (Figura 16), aplicado apds 24
horas da inducdo da sepse, e depois consecutivamente a cada 24 horas. A sobrevivéncia
desses animais decaiu em 24 e em 48 horas, porém, ao contrario dos animais que nao
receberam antibidtico, a mortalidade cessou no segundo dia. Com isso, a propor¢ao de
sobrevivéncia dos animais sépticos tratados com antibidtico foi de 50% , em 96 horas
estatisticamente diferentes de animais controle. Isso mostra uma reducdo da mortalidade
de 25%, comparado com os animais sépticos ndo tratados.

Trabalhos de experimentagdo com indugdo de sepse por solugdo cecal e uso de
antibidticos de amplo espectro também relataram melhora na sobrevivéncia dos animais,
sendo que o tempo de administragdo do farmaco depois da inducdo da sepse influenciou
na taxa de sobrevivéncia final. Porém, nenhum dos outros estudos relatou utilizacdo da
linhagem de camundongos Swiss, e foram os unicos encontrados durante a escrita deste
trabalho (STEELE; STARR; SAITO, 2017; BASTARACHE et al., 2022).

Em contrapartida, a mortalidade que ocorreu no primeiro dia da sepse foi
relativamente baixa, e a grande parte dos animais veio a Obito a partir do segundo dia.
Isso sugere que a fase aguda da sepse pode ocorrer neste modelo a partir de 48 a 72 horas,
e ndo nas primeiras 24 horas. Deste modo, a aplicacdo de enrofloxacina em 24 horas de
sepse ainda seria adequado, ja que existem evidéncias que camundongos sépticos

permanecem vivos até 24 horas apds a sua aplicacdo (SLATE et al., 2014).

Quadro 5. Taxa de sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 de 4 meses de idade de

acordo com o método de indugao de sepse.

Me¢étodo de indugdo de sepse | Dose do Cecal | Taxa de sobrevivéncia
Slurry/Comprimento da
ligacdo cecal
Cecal Slurry (STARR etal., | Dose 100 ul 100%
2014) Dose 150 ul 100%
Dose 200 ul 43%
CLP (RUIZ et al., 2016) Comprimento da ligacdo | 80%
cecal 5%
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Comprimento da ligagdo | 12%
cecal 20%
Comprimento da ligagdo | 0%
cecal 100%

7.2. Influéncia do 6xido nitrico no dano tardio do misculo esquelético causado pela

sepse

Feita a padroniza¢dao do método Cecal Slurry e confirmado o quadro de sepse em
camundongos fémeas Swiss, o estudo seguiu para a sua segunda parte, para avaliar a
influéncia do NO nas alteragdes patologicas tardias no musculo esquelético ocasionadas
pela sepse (Figura 8). Com isso, foi induzida a sepse pelo método Cecal Slurry, e todos
os animais do estudo receberam tratamento com antibidtico 24 horas apos a indugao da
sepse, e a cada 24 horas, até o fim do experimento no décimo dia, a fim de analisar o
musculo EDL de camundongos sobreviventes.

Para isso, foram utilizados grupos experimentais tratados com doador de NO
(SNP), inibidor de NOS-1 (7-NI) e inibidor ndo seletivo das NOS (L-NAME), além dos
grupos naive e sepse veiculo (Figura 8). As drogas foram administradas 24 horas apds a
indugdo da sepse, ¢ depois a cada 24 horas, até¢ o décimo dia. Todos os animais foram
eutanasiados e tiveram os seus misculos EDL coletados para a realizagao da histologia e
identificacdo do dano muscular. Ainda, foi feita a imuno-histoquimica para verificar a
presenca da enzima NOS-1 no EDL, ja que ¢ a principal enzima produtora de 6xido nitrico
no musculo esquelético.

Dos resultados dessas andlises, foi observado que a sepse induziu alteragdes
patologicas nos animais sé€pticos, que persistiram no periodo pds-sepse de dez dias. Além
disso, a inibicao nao seletiva de NOS parece ter sido o tratamento que mais apresentou
dano muscular no EDL, pois sofreu a maior redu¢do da enzima NOS-1 nesse 6rgao, e em
outras miopatias a auséncia de NOS-1 esta relacionada com um dano muscular maior,
como ja citado anteriormente. Porém, sdao necessarios mais estudos, como a avaliag@o
funcional, para a confirmagao desse evento.

A primeira analise morfométrica feita no musculo EDL foi a medida da area de
suas miofibras, para detec¢do de alteragdes como atrofia nessas estruturas (Figura 18). A
atrofia ¢ um dano muscular que pode ocorrer pela degradacio e/ou perda de organelas das
miofibras devido ao desuso, caquexia e perturbacdes nutricionais ou metabodlicas. Pode

haver hipertrofia compensatoria em fibras ndo afetadas, e a principal caracteristica da
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atrofia ¢ a reducdo do didmetro das miofibras, que sdo frequentemente angulosas e
predominantemente vistas nos musculos traseiros de ratos (NTP, 2022).

Desta forma, analisamos a area média de 50 miofibras por musculo EDL, e foi
feita a média da area dessas miofibras por grupo experimental, ¢ os resultados nao
demonstraram diferenca estatistica entre os grupos. Isso pode ter ocorrido porque somente
as fibras periféricas apresentaram atrofia, mas as fibras centrais apresentaram tamanho e
forma normais, assim como relatado na identificacdo de atrofia de outras analises
musculares em roedores (NTP, 2022).

Além disso, todos os grupos apresentaram redu¢do da area das miofibras, e
acreditamos que se o tempo do experimento fosse estendido e/ou a sepse fosse induzida
de forma cronica nos animais, com a soluc¢ao cecal sendo injetada diariamente em doses
reduzidas, os grupos tratados poderiam apresentar uma diferenca estatistica entre si.
Ainda, nem todos os musculos EDL passaram por analise morfométrica devido a presenga
de artefatos que impossibilitaram a medi¢do da area das miofibras, mas a mensuracao de
novos cortes e inclusao de seus dados também poderiam ser outro fator que poderia levar
a diferencas estatisticas.

Para confirmacao da auséncia de atrofia, foi feita a mensuracao da area transversal
dos musculos EDL congelados (Figura 19), ¢ houve diferencga significativa entre os
grupos controle da sepse e tratados com inibidor inespecifico de NOS (L-NAME); e entre
o grupo tratado com inibidor de NOS-1 (7-NI) e L-NAME. Os dados obtidos mostram
uma area transversal de animais sépticos tratados com L-NAME maior que em animais
naive e sépticos, que poderia indicar hipertrofia.

Porém, como j4 dito anteriormente, a aplicagdo prolongada de L-NAME pode
levar ao aumento dos niveis de NO, e portanto, prolongar a inflamacdo causada pela
sepse, que poderia ser a razdo do aumento da area desse musculo. Ainda, a hipertrofia do
grupo L-NAME poderia ser considerada um falso positivo em caso de edema do musculo
esquelético, que ¢ identificado a partir da expansao do espaco intersticial que geralmente
ocorre secundario a inflamagao (NTP, 2022). Com isso, foi avaliado o espaco intersticial
entre as miofibras do musculo EDL (Figura 20).

Houve diferenga significativa entre o grupo controle e o grupo séptico tratado com
7-NI. Nem todos os animais controle e sépticos tiveram seu musculo contabilizado,
devido a problemas de coleta, no entanto, acreditamos que se todos tivessem sido
analisados, haveria diferenca estatistica. Ademais, todos os grupos tiveram aumento do

espago intersticial, mas o grupo 7-NI foi o que teve a maior porcentagem dessa medida
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entre as miofibras. Portanto, a hipotese de que o grupo L-NAME apresentava miofibras
hipertréficas foi descartada pela presenca do edema.

A tltima anélise morfométrica para identificacdo de dano muscular no EDL foi
feita pelo modelo padrao-ouro da examinagdo histopatologica, que ¢ considerada o
veredito final para a conclusdo de diagndsticos (TAQI et al., 2018). Na examinacao das
laminas do estudo (Figura 22), foram identificados edema e atrofia em animais sépticos,
de acordo com a comparagdo com laminas de musculo esquelético de roedores do banco
de dados do National Toxicology Program (NTP, 2022).

Foram avaliados somente os grupos naive e controle da sepse, apesar de terem
sido observadas alteragdes nos outros grupos sépticos tratados, pois ndo foi possivel
quantificar o dano muscular que de fato estava presente nas laminas. No entanto, como
esses danos foram vistos em todos os musculos dos camundongos do grupo CSC, pode-
se afirmar que a sepse induzida pelo método Cecal Slurry ocasionou em dano ao musculo
esquelético, que persistiu apos a sepse.

Por ultimo, como ja citado anteriormente, hd evidéncias na literatura de que o
musculo esquelético pode ser considerado uma reserva de 6xido nitrico, e a NOS-1 ¢ a
principal produtora de NO nesse 6rgdo. Com isso, como o NO parece estar envolvido no
dano muscular esquelético causado pela sepse, buscamos analisar a presenga e a
quantidade da enzima NOS-1 nos musculos EDL dos grupos experimentais apds a sepse.

Nossos resultados mostram marcacao da enzima NOS-1 no nucleo e no sarcolema
do tecido em animais naive, conforme visto por outros autores (ROTHE; LANGNAESE;
WOLF, 2005). Porém em animais sépticos e sépticos tratados com as drogas descritas
acima foi observada sua presen¢a no nucleo, e pouca marcagdo no sarcolema (Figura 23
e 24). O unico grupo séptico que apresentou leve marcagdo do sarcolema foi o tratado
com doador de NO. Além disso, a NOS-1 também foi fortemente marcada na membrana
do musculo liso vascular, como visto por Teng et al., 1998.

Por fim, em relagdo a quantificagdo da NOS-1 no musculo EDL (Figura 25),
houve diferenga significativa entre o grupo naive e L-NAME. Por problemas de técnica,
ndo foi possivel analisar o grupo 7-NI, bem como alguns dos mtsculos EDL dos outros
grupos experimentais. Acreditamos que uma repeticdo da imuno-histoquimica
expressaria mais resultados estatisticamente significativos nos demais grupos. Mesmo
assim, houve diferenca significativa entre os grupos naive ¢ L-NAME, e a enzima NOS-

1 foi menos expressa com a inibicdo inespecifica de NOS. Esse resultado corrobora com
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as analises morfométricas do musculo EDL, em que o grupo L-NAME foi o que
apresentou maior dano muscular dez dias ap6s a indugdo da sepse.

Em suma, no musculo EDL o tratamento com a doagdo de NO em animais sépticos
parece nao melhorar, ou piorar o dano muscular na fase pos-sepse, o que pode estar
relacionado com a dose do farmaco, ou o SNP realmente ndo tem influéncia no dano
muscular ap6s sepse. A inibigdo de NOS-1 foi o tratamento que apresentou maior edema,
mas seus resultados sdo inconclusivos, pois nao foi o grupo mais afetado.

Enfim, a inibicdo das NOS de maneira inespecifica verificou ser importante para
a melhora das fungdes vasculares na fase inicial da sepse, como dito anteriormente, mas
no musculo esquelético apds a sepse, essa inibicdo parece agravar as alteragdes
patoldgicas no musculo EDL. Ainda, o tratamento com L-NAME foi o que induziu a
menor quantidade de NOS-1 no musculo esquelético, e esses fatores poderiam estar
relacionados com o aumento do dano muscular visto nesse grupo.

Para as perspectivas futuras, faz-se necessario estudos sobre a influéncia do NO
na funcao contratil do misculo EDL no periodo pds-sepse, para verificar a presencga de
fraqueza muscular e defeitos de contratilidade e geracdo de forga. Também sdo
necessarias pesquisas para elucidar os mecanismos pelos quais a proteina NOS-1 ¢
reduzida no musculo esquelético apos a sepse. O sistema proteolitico ubiquitina-
proteassomo parece ser o principal responsavel pela degradacao da NOS-1 (OSAWA et

al, 2003), e pode estar relacionado com esse acontecimento.

8. CONCLUSOES

A partir do trabalho realizado, pode-se concluir que:

1. O modelo Cecal Slurry feito em fémeas da linhagem Swiss foi adaptado com sucesso,

e ¢ reprodutivel.

2. O método Cecal Slurry utilizado nessa pesquisa induziu um quadro tipico de sepse,
através da observacao da hipoglicemia, hipotensdo, hipotermia, reducdo de peso, redugdo

de consumo alimentar e aumento da creatinina.

3. A mortalidade observada nos experimentos ¢ compativel com os resultados disponiveis

na literatura.
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4. A sepse induziu alteracdes patoldgicas de atrofia e edema no musculo esquelético.

5. A enzima NOS-1 foi amplamente encontrada no nucleo, cromatina e sarcolema do

musculo EDL.

6. A quantidade da enzima NOS-1 foi menor no grupo séptico tratado com inibidor

inespecifico da sepse.
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