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RESUMO

A maior causa de mortalidade conhecida no mundo, até os dias de hoje, é a
Sindrome Sepse. O conhecimento do envolvimento dos mediadores inflamatorios
liberados na resposta do hospedeiro ao agente infeccioso, justifica a importancia
sobre o assunto, especialmente envolvendo as disfungdes organicas associadas a
sepse. Este estudo faz uma andlise comparativa entre a vitamina C, a
dexmedetomidina e a eritropoetina, em ratos submetidos ao modelo experimental de
sepse induzida por ligadura e puncgéo cecal (CLP), verificando suas ag¢des sobre a
disfuncdo miocardica, a infiltracdo pulmonar e a mediagao inflamatoéria dos animais
testados. Foram utilizados 36 ratos wistar (Rattus norvegiccus), machos, pesando
entre 300 e 350 gramas, divididos em 6 grupos (Controle, Sham, Sepse, Vitamina C,
Dexmedetomidina e Eritropoetina) com 6 ratos cada um. Os animais foram
anestesiados com cetamina (100 mg. Kg ') associada ao midazolam (0,5 mg.kg "),
aplicados na mesma seringa, por via intraperitoneal. Os animais eram preparados
para o posterior procedimento cirurgico de CLP (nos grupos pertinentes), realizagao
dos ecocardiogramas, monitoragdo de pressao invasiva, realizacdo de tomografia
computadorizada e coleta de sangue para analise hematoldgica e bioquimica,
definido o momento de 24 horas apds a inducio da sepse, do sham ou da anestesia
inicial. A sepse foi induzida nos grupos pertinentes através de ligadura e pungao
cecal, conforme protocolo previamente determinado. Nossos resultados
demonstraram que houve significancia estatistica entre os grupos de controle e os
grupos aonde a sepse foi induzida por CLP, sendo que todos os tratamentos
(vitamina C, dexmedetomidina e eritropoetina) foram eficientes em reduzir a
inflamacdo pulmonar, a disfuncdo miocardica, a pressdo arterial e a mediagao
inflamatéria causada pela sepse. Porém a vitamina C obteve um desempenho
melhor na mediagéo inflamatodria, bem como na agdo sobre a hemodinamica e na
infiltracdo pulmonar, quando comparada a dexmedetomidina e a eritropoetina agindo
também como moduladores inflamatérios. O presente trabalho foi realizado com o
apoio da Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES) — Caodigo de Financiamento 001.

Palavras-chave: Sepse, Vitamina C, Dexmedetomidina, Eritropoetina, Tomografia,
TNF-alfa.



ABSTRACT

The largest cause of mortality in the world to date is sepsis. The knowledge of the
involvement of the released inflammatory mediators in the host response to the
infectious agent justifies the importance of the subject, especially involving the organ
dysfunction associated with sepsis. This study makes a comparative analysis
between vitamin C, dexmedetomidine and erythropoietin, in rats submitted to the
experimental model of cecal ligation and puncture-induced sepsis (CLP), verifying
their actions on myocardial dysfunction, pulmonary infiltration and inflammatory
mediation. of the animals tested. Thirty-six wistar rats (Rattus norvegiccus), males,
weighing between 300 and 350 g, divided into 6 groups (Control, Sham, Sepsis,
Vitamin C, Dexmedetomidine and Erythropoietin) with 6 rats each. The animals were
anesthetized with ketamine (100 mg. Kg ) associated with midazolam (0.5 mg.kg ),
applied to the same syringe, intraperitoneally. The animals were prepared for the
subsequent CLP surgical procedure (in the relevant groups), echocardiograms,
invasive pressure monitoring, computed tomography and blood collection for
hematological and biochemical analysis, defined the time of 24 hours after induction.
sepsis, sham or initial anesthesia. Sepsis was induced in the relevant groups by
ligature and cecal puncture according to previously determined protocol. Our results
demonstrated that there was statistical significance between the control groups and
the groups where sepsis was induced by PLC, and all treatments (vitamin C,
dexmedetomidine and erythropoietin) were effective in reducing pulmonary
inflammation, myocardial dysfunction, blood pressure. arterial pressure and
inflammatory mediation caused by sepsis. However, vitamin C performed better on
inflammatory mediation as well as on hemodynamic action and pulmonary infiltration
when compared to dexmedetomidine and erythropoietin acting also as inflammatory
modulators. This study is financed in part by the Coordenacdo de Aperfeigoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Finance code 001.

Keywords: Sepsis, Vitamin C, Dexmedetomidine, Erythropoietin, Tomography, TNF-
alpha.
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1. INTRODUGAO

A maior causa de mortalidade conhecida no mundo, até os dias de hoje, € a
Sindrome Sepse. Essa sindrome causa anormalidades fisiologicas, patoldgicas e
bioquimicas, podendo ser causadas por uma infecgdo ou outro tipo de injuria severa,
como o trauma, por exemplo. Somente no ano de 2011, a sepse causou um prejuizo
de mais de 20 bilhdes de dolares em custos hospitalares. E esses sdo apenas os
dados conhecidos. Muitos paises ndo fornecem dados concretos sobre a sepse,
tornando a epidemiologia da doenga parcialmente desconhecida. Além disso, dentre
os sobreviventes da sepse, ainda ha um numero consideravel de doentes que
necessitam de acompanhamento psicolégico, fisico e cognitivo durante substancial

periodo, ajudando a elevar os custos consideravelmente (SINGER et al., 2016).

O termo septicemia foi utilizado por muito tempo para definir a presenca
destas complicagdes, mas, desde o inicio da década de 1990, esse termo foi
gradativamente abandonado pela comunidade médica, por se referir apenas a
proliferagdo do agente infeccioso na circulagdo sanguinea, o que nao explicaria as
manifestacdes sistémicas da sindrome (SALOMAO et al., 2019). Em 1991, a
comunidade médica, especialmente especialistas dos Estados Unidos e da Europa,
se reuniram para a criagdo do primeiro consenso de definicdo da sepse. Segundo
este consenso, a sepse seria uma sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SIRS) causada por um agente infeccioso de qualquer origem (bactérias, fungos,
virus, protozoarios etc.). Este conceito foi endossado durante a elaboragdo do
segundo consenso de definicdo da sepse, realizado pelo mesmo grupo de
pesquisadores em 2003 (RELLO et al., 2017).

Com o0s avangos nas pesquisas sobre o tema, e, consequentemente, um
melhor entendimento dos mecanismos fisiopatoldégicos que envolvem a sepse,
percebeu-se a necessidade de um novo conceito sobre esta sindrome, uma vez que
ficou mais evidente que as respostas inflamatérias sdo desencadeadas no inicio do
processo infeccioso e que esses mecanismos interferiam diretamente nos processos
de disfuncéo celular e organica. Os conceitos anteriores, embora muito sensiveis,

eram pouco especificos, e as estratégias de combate a sepse eram focadas na
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terapia contra a reposta inflamatéria, o que poderia se traduzir em muito tempo

gasto com pouca efetividade no tratamento (SALOMAO et al., 2019).

Em 2014, a Sociedade Europeia de Medicina Intensiva e a Sociedade de
Medicina Intensiva e Cuidados Criticos reuniram uma forga-tarefa de 19
especialistas nas areas de terapia intensiva, doengas infecciosas, cirurgia e
pneumologia com objetivo de elaborar um novo consenso com independéncia
financeira e, a partir desse, a avaliagdo dos estudos pertinentes em epidemiologia
da sepse, bem como os ensaios clinicos sobre o tema, pesquisa basica ou
translacional (SINGER et al., 2016)

Em 2016, foi entdo publicado o terceiro consenso de definicdo da sepse e,
desde entdo, esta sindrome é definida como a presenga de disfungdo orgéanica
ameagcadora a vida, através de uma resposta inflamatéria desregulada do organismo
hospedeiro a uma infec¢do ou mesmo ao trauma. A importancia em se definir o que
€ ou ndo sepse € a inclusao correta e precoce dos pacientes nos protocolos iniciais
de tratamento, pois a evolugcdo da sindrome pode ser rapida e fatal para muitos
acometidos por ela (RELLO et al., 2017).

Em 2017, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) divulgou um documento
onde chama a atencdo para a gravidade da sepse, que chega a matar mais de 6
milhées de pessoas por ano no mundo, e os altos custos hospitalares relacionados a
ela. Dessa forma, a entidade passou a considerar a sepse como uma das
prioridades da saude mundial e convocou os Estados-membros a desenvolverem
politicas de saude publica voltadas a prevencao, ao reconhecimento e ao tratamento
da sepse (AZEVEDO et al., 2018)

Ha mais de cem anos, um renomado médico e professor chamado Willian
Osler observou em seus artigos que “o paciente mais parece morrer da resposta do
corpo a infeccao do que da propria infeccdo em si”. Com o avango dos estudos na
area imunocelular, houve o entendimento (ainda ndo totalmente esclarecido) dos
mecanismos que formam a patogénese da sepse. Esses mecanismos sao
complexos e envolvem varios aspectos da interagdo entre os agentes infectantes e
os hospedeiros. A ativagado celular resultante do reconhecimento dos patégenos é

fundamental para o controle da infeccdo, mas, paradoxalmente, a resposta
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inflamatoria do hospedeiro também é o substrato para as mudangas fisiopatoldgicas
na sepse (SALOMAO et al., 2012; VAN der POLL et al., 2017).

A evolugdo da sepse, mediada por espécies reativas de oxigénio, pode
comprometer a funcdo endotelial. Danos ao glicocalix, as membranas celulares e
juncdes podem determinar aumento de permeabilidade, adesdo de neutréfilos e
plaquetas, com inflamacédo local e disturbios de coagulagédo. Estes fatores podem
levar a vasodilatagdo endotelial e atenuam a resposta vascular aos vasoconstritores
(WU et al., 2003; VAN DEN BERG et al., 2006; BURKE-GAFFNEY et al., 2012).

Estes eventos contribuem para o aparecimento de hipotensao,
extravasamento vascular e hipoperfusdo microcirculatéria, aumentando a hipoxia
tecidual, pela dificuldade de difusdo do oxigénio para os tecidos, comprometendo
ainda mais a arquitetura celular e contribuindo para a faléncia orgéanica (De BAKER
et al., 2013).

Os estudos com diversas substancias que modulam a resposta inflamatéria
endotelial tém sido incentivados pela comunidade cientifica, pois deles tém surgido
informacodes relevantes sobre a mediacao inflamatéria, abrindo novas perspectivas
para futuras condutas terapéuticas. Dentre estas substancias, a vitamina C (acido
ascorbico), a dexmedetomidina e a eritropoetina tém alcangado importante destaque
pela sua capacidade de reduzir a inflamagao endotelial e, consequentemente,
reduzir o extravasamento vascular e a disfungdo organica em pacientes sépticos
(SALOMAO et al., 2012; MARSHALL et al., 2003; ANGUS et al., 2013).

O conhecimento, ainda que incompleto, do envolvimento dos mediadores
inflamatorios liberados na resposta do hospedeiro ao agente infeccioso, como
interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa)
causando ativagdo da coagulagdo, vasodilatagdo, extravasamento endotelial e
mobilizacdo de neutrdfilos para o espago extra vascular, faz com que a cada dia
aparecam novas linhas de pesquisa sobre o assunto, especialmente envolvendo a
relagdo entre estes mediadores inflamatoérios e as disfungdes orgéanicas associadas
a sepse (MARSHALL et al., 2003; ANGUS et al., 2013). Este estudo se justifica pela
importancia da implementacdo de novas terapias dentro dos protocolos iniciais de

tratamento dos pacientes sépticos.
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1.1 OBJETIVOS GERAIS

Fazer uma analise comparativa entre a vitamina C, a dexmedetomidina e a
eritropoetina em ratos sépticos e identificar qual dessas substancias apresenta

melhor desempenho na modulagao inflamatdria durante a sepse.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a resposta e os efeitos da vitamina C, dexmedetomidina e
eritropoetina sobre a pressédo arterial (sistdlica, diastdlica e média), fungédo cardiaca
através de ecocardiograma, infiltrado pulmonar através de tomografia
computadorizada, resposta hematolégica (hemoglobina, leucometria e contagem de
plaquetas) e mediacdo inflamatéria, através do TNF-alfa nos ratos com sepse
induzida por CLP.

1.3 HIPOTESE

Se vitamina C, a dexmedetomidina e a eritropoetina sdo capazes de reduzir a
disfungdo miocardica, a infiltragcdo pulmonar e a mediagdo inflamatéria em ratos
submetidos a indug&o da sepse por ligadura e pung¢do cecal de maneira similar entre
elas. Dentro da populagéo testada, considera-se também a hipotese igual a zero
(H=0).
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2. EMBASAMENTO TEORICO

2.1 CONCEITO E FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

A fisiopatologia da sindrome sepse € bastante complexa e envolve diversos
mecanismos que participam na interacdo entre hospedeiro e agente infeccioso. O
reconhecimento de patdgenos e a consequente ativagdo celular sdo fundamentais
para o controle da infecgdo, mas, de maneira paradoxal, também contribuem para as
mudangas fisiopatoldgicas que ocorrem na sepse. Buscando respostas sobre esta
interacdo entre hospedeiros e agentes infecciosos, Freudenberg e colaboradores
transferiram macréfagos de camundongos sensiveis aos lipopolissacarideos (LPS)
(C3H/HeN) para camundongos resistentes aos lipopolissacarideos (C3H/HedJ) e
tornou estes ultimos susceptiveis a atividade letal do LPS. Os lipopolissacarideos e
os receptores “Toll like 4° (TLR4) fazem parte de um conceito onde o
reconhecimento de patdégenos € mediado por um conjunto de receptores chamados
de “receptores de reconhecimento padrdo” (PRRs), capazes de detectar produtos
comuns das vias de biossintese dos microrganismos, conhecidos como padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs). (FREUDENBERG et al., 1986;
JANEWAY et al., 1989; SALOMAO et al., 2019).

Alguns autores sugerem que é o hospedeiro, e ndo 0 microrganismo, que
desencadeia a cascata fisiopatologica da sepse (CERRA, 1985). Ao mesmo tempo
em que o conceito da teoria do hospedeiro comegou a ganhar forga, outros estudos
assumiram que as caracteristicas clinicas da sepse sao desencadeadas pelas
reagcdes excessivamente exuberantes do processo inflamatério (ANGUS et al.,
2013). Mais tarde, outros estudos observaram que a resposta inflamatoria inicial deu
origem a uma sindrome da resposta anti-inflamatéria compensatoria e, ainda de
maneira mais evidente, a infecgdo desencadeia uma resposta muito mais complexa,
variavel e prolongada no hospedeiro susceptivel e tanto os mecanismos pro-
inflamatdérios como os anti-inflamatorios contribuem para recuperacéo dos tecidos de
um lado, mas também para as lesdes organicas e infecgbes secundarias de outro
(BONE et al., 1997; VAN der POLL et al., 2008).
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A resposta do hospedeiro a sepse pode ser considerada como uma série de
eventos pré-inflamatérios e outros eventos anti-inflamatérios imunossupressivos. A
duracédo, extensdo e a diregdo que estes eventos irdo tomar (pré6 ou anti-
inflamatorios) dependem de fatores associados aos hospedeiros, como idade,
medicamentos em uso, doengas concomitantes, dentre outros, e de fatores
relacionados ao agente infeccioso, como a carga microbiana e a sua viruléncia.
Estes eventos inflamatérios sdo desencadeados pela interacdo entre os padrdes
moleculares associados ao patdgeno, expressos pelos proprios agentes causadores
da infecgdo, e os receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), expressos pelas
células do hospedeiro em suas superficies, que séo os receptores “Toll like” (TLRs),
os receptores de lecitina tipo C (CLRs), no endossoma (TLRs) ou no citoplasma, que
sdo os receptores do tipo 1 indutiveis pelo acido retindico (RLRs). Ainda participam
do processo receptores de dominio de oligomerizagédo de ligagdo dos nucleotideos
(NLRs). Como consequéncia da inflamacdo desregulada ocorre dano tecidual e
necrose celular, que acabam resultando na liberacdo de padrdes moleculares
associados a lesdo, chamadas de moléculas de risco, que auxiliam a perpetuar as
lesbes, agindo sobre os mesmos receptores de reconhecimento padrao,

desencadeados pelos agentes infecciosos (ANGUS et al., 2013).

A resposta aos agentes infecciosos durante a sepse envolve os PRRs e os
PAMPs, incluindo os TLRs de superficie celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6),
que reconhecem produtos bacterianos como lipoproteinas, flagelina, acido
lipoteicdico e os TLRs intracelulares, como o TLR3, TLR7 e TLR9, que participam da
deteccdo de material genético de virus e bactérias. Outros receptores como os
NLRs, RLRs e CLRs também participam do reconhecimento de produtos
microbianos, resultando em efeitos sinérgicos e antagdnicos complementares,
participando da modulagdo da imunidade inata e adaptativa do hospedeiro (BONE et
al., 1997; VAN der POLL et al., 2008). Os PRRs também séo capazes de reconhecer
substratos hospedeiros conhecidos como “alarmins” ou “sinais de risco” tais como
proteinas associadas ao choque térmico e proteinas de alta mobilidade tipo “Box 1”
(HMGB1), que possuem relevante participagdo na regulacdo da resposta
inflamatoéria (HOTCHKISS et al., 2013).

Toda esta mobilizacdo de receptores de reconhecimento de patdégenos

promove a liberacdo de mediadores inflamatorios, através da imunidade celular



© 00 N o u b~ W N R

T =
w N = O

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

25
26
27
28
29
30
31

32
33

19

inata, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), interleucinas 6 e 1 (IL-6 e
IL-1). O efeito que esses mediadores exercem sobre as células endoteliais resultam
no processo de ativagdo da cascata de coagulacao, vasodilatagao e extravasamento
endotelial, com mobilizacdo de neutréfilos e proteinas inflamatérias para o espaco
extra vascular. Esses eventos contribuem para o aparecimento da hipotensao
arterial e das disfungbes organicas durante a sepse. A resposta inflamatoria
promove a liberagdo de fatores pré-coagulantes, como o fator tecidual, ao mesmo
tempo que também restringe a atividade de fatores anticoagulantes naturais, como
proteina C ativada, antitrombina e trombomodulina, determinando um estado pro-
coagulante com formagédo de multiplos micro trombos, causando a obstrugdo de
capilares e pequenos vasos e que podem levar até o aparecimento de coagulagéo
intravascular disseminada (FIGURA 1) (MARSHALL et al., 2003; ANGUS et al.,
2013; SALOMAO et al., 2019).

Em condi¢gbes usuais, o processo inflamatério desencadeado pela infecgéo
deve ser regulado suavemente e se reconhece que esses mecanismos de controle
sdo afetados no paciente séptico. O termo “sindrome de resposta anti-inflamatéria
compensatoéria” (CARS) foi proposto para identificar estes mecanismos de controle:
um deles seria uma resposta inflamatoria equilibrada, que resultaria no controle da
infeccdo e na recuperacéo das disfungdes orgénicas, enquanto o outro mecanismo
seria da predominancia da resposta inflamatoéria, chamada de imunossupresséo da
sepse, que seria responsavel pela manutengdo dos focos infecciosos (ou
desenvolvimento de novas infecgbes, oportunistas ou sequenciais), com
agravamento das disfung¢des organicas e podendo levar o doente a morte (BONE et
al., 1996; MARSHALL et al., 2003; ANGUS et al., 2013; HOTCHKISS et al., 2013).

Durante cerca de 3 décadas, os estudos buscavam intervir na cascata
inflamatéria através de estudos com fatores anti-TNFalfa, proteina C ativada
recombinante e antagonistas TLR4/MD2, por exemplo. Porém, com as evidéncias
mais recentes, a desregulagao nas fungdes celulares, especialmente na capacidade
de produzir citocinas, ganharam um interesse renovado apos um longo periodo de
resultados negativos (FISHER et al., 1996; BERNARD et al, 2001; VINCENT et al.,
2002; OPAL et al., 2013).

Estudos que avaliaram a resposta imunolégica de células sanguineas

periféricas indicaram um grande comprometimento dessa resposta, com os
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monaocitos de pacientes sépticos tendo uma significativa redu¢cdo na expressédo da
proteina HLA-DR e aumento na producédo de TNF-alfa e IL-6 apds estimulagao in
vitro. As alteragbes relatadas em neutrofilos incluem quimiotaxia, fagocitose,
formacgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e, mais importante, uma redugéo
na contagem de linfécitos com funcionalidade reduzida, durante a instalagédo da
sepse (MUNOZ et al.,, 1991; RIGATO et al., 2003; HOTCHKISS et al., 2003;
MONNERET et al., 2006; ALVES-FILHO et al., 2010). Dessa forma, a sepse ganhou
evidéncia como uma condicdo imunossupressora, que predispde os individuos
afetados a infecgbes secundarias, normalmente com agentes de baixa
patogenicidade (KALIL et al., 2009; OTTO et al., 2011).

’a‘ -
s TNF-o £ A
Neutrophils . "2 = REs No  CD64 T Cells

FIGURA 1: Modulagdao de monodcitos e macrofagos na resposta durante a sepse.
Microorganismos sao reconhecidos por macréfagos através de receptores de reconhecimento
de padroes, desencadeando vias de resposta inflamatéria intracelular. Amplificagdao da
resposta inflamatéria e imunolégica ocorre através da sintese de mediadores inflamatérios e
do contato célula a célula. (SALOMAO et al., 2019).
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2.2 VITAMINA C

O acido ascorbico (3-oxo-L-gulofuranolactona (5R) — 5 - [(1S) - 1,2-diidroxietil]
- 3,4 diidroxifurano — 2 (5H) - ona), que é a forma redox (reduzida e oxidada) da
vitamina C, € um antioxidante fisiologico. Estudos suportam que a administragéo
precoce de vitamina C, em dose farmacologica elevada, a pacientes sépticos ou
com isquemia, pode reduzir o dano oxidativo das ceélulas endoteliais, melhorando
perfusdo e oxigenagdo dos tecidos e inibindo a disfungdo organica subsequente
(BIELSALSKI et al., 2007; HERNANDEZ et al., 2013).

Pacientes gravemente enfermos sdo susceptiveis a disfungdo multipla de
orgaos, oriunda de processos patologicos de isquemia e reperfusdo, bem como da
sindrome sepse e, especialmente, do choque séptico. Essas condi¢cdes sao
favoraveis a uma grande producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
espécies reativas de nitrogénio. As ROS sdo agentes oxidantes produzidas durante
a respiragao celular, através das mitocéndrias, e fagocitose. Além disso, as ROS
causam modificacbes pos-translacionais das proteinas, modificando sua acédo e
afetando a sinalizagao celular, a expressao génica, a detecgdo de oxigénio e outros
processos fisioldgicos (KOBAYASHI et al., 2005; BEDARD, et al., 2007).

Pequenas concentragdes de ROS também podem incrementar a resposta
antioxidante, através da ativacao do fator 2, relacionado ao fator nuclear eritroide 2,
promovendo a sobrevivéncia celular. Embora as ROS sejam cruciais para a
homeostase e defesa do organismo, elas podem causar lesbes quando em
concentracdes elevadas, de modo a ultrapassar a defesa antioxidante. Nestes
casos, as ROS podem induzir lesdes reversiveis ou irreversiveis para as proteinas,
lipidios e acidos nucleicos, agravando a disfungcdo endotelial, a les&o celular e a
disfuncdo de multiplos orgados(WU et al., 2003; VAN DEN BERG et al., 2006;
BURKE-GAFFNEY et al., 2012).

Quantidades elevadas de ROS propiciam o surgimento da disfuncdo
endotelial, através de enzimas como a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-
oxidase (NADPH-OX = NOX) e pelo desacoplamento entre a fosforilagdo oxidativa
mitocondrial e o oOxido nitrico endotelial sintase (eNOS). As ROS também sao

produzidas pela xantina oxidase, lipoxigenase e cicloxigenase e ainda durante a
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oxidagao de catecolaminas. As espécies reativas ndo oxidadas irdo entdo reduzir a
atividade da eNOS, através da oxidacdo do cofator tetrahidrobiopterina (BH4). O
oxido nitrico endotelial (eNO) inicia o processo de vasodilatagdo através da elevagéo
do monofosfato de guanosina ciclico em células musculares lisas. Também é
responsavel pela inibigdo da agregacdo plaquetaria e adesédo entre plaquetas e
leucdcitos ativados. Desta forma, o eNO é de fundamental para a manutencédo do
fluxo microcirculatério e a sua deficiéncia dificulta a perfusdo e a oxigenacdo de
orgéos e tecidos. Na auséncia de BH4, a eNOS produz superoxido (0O2°) em vez de
oxido nitrico (NO), que € uma das espécies reativas mais danosas ao organismo
(STRAATEN et al., 2014).

A vitamina C diminui o estresse oxidativo no endotélio através da redugao na
producdo de superéxido, peroxido de hidrogénio e peroxinitrito. Estes mecanismos
incluem a reducdo na expressao da sintase induzida pelo 6xido nitrico (iINOS), na
prevencao da ativacao de NOX e na elevagao da biodisponibilidade do éxido nitrico.
NOX é a principal origem das espécies reativas de oxigénio tanto no endotélio,
gquanto no miocardio. A ativacdo de NOX é responsavel pela formagdo de O2
intracelular. Quando houve a adicdo de acido ascoérbico as células endoteliais,
expostas ao estresse oxidativo, ocorreu a inibicdo desta ativacdo de NOX, através
da inibicdo da expressao da subunidade p47phox. O esquema representativo destas
reagdes no endotélio pode ser visto na figura X (WU et al., 2002; WU et al., 2007,
WU et al., 2008; FREY et al., 2009; MORTENSEN et al., 2014;).

As ROS derivadas de NOX também aumentam a expressdo de iNOS,
elevando a producgdo de oxido nitrico. E este Oxido nitrico abundante, na presenca
de perdxido, gera peroxinitrito. Nesta relacdo, a vitamina C preveniu a expressao de
iINOS. A vitamina C também elimina o peroxido, mas apenas quando este atingir
concentragbes mais altas, acima de 10 milimol por litro (mmol/l). Além disso, a
vitamina C é capaz de aumentar a biodisponibilidade do 6xido nitrico, impedindo a
oxidagao da BH4 e recuperando a BH4 quando esta ja foi oxidada. Esta recuperacéo
da BH4 pelo acido ascorbico evita o desacoplamento da eNOS e a producao relativa
de peroxido, restaurando a funcdo endotelial e reduzindo o processo de
vasodilatagao (JACKSON et al., 1998; WU et al., 2002; MORTENSEN et al., 2014).
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Figura 2: Esquema representativo de disfungdo endotelial induzida por isquemia/reperfusao e
induzida por sepse, levando ao aumento da concentragdo de espécies reativas de oxigénio
(STRAATEN et al., 2014).

Também sao conhecidos outros efeitos da vitamina C. Ela melhora a resposta
imunologica, facilita a absor¢ao enteral de ferro, reduz a agdo de intermediarios do
acido folico e sintese de colageno, contribuindo para cicatrizagao de feridas, além de
atuar na modulagédo do cortisol, catecolaminas e da carnitina (LEVINE et al., 1999;
MAY, 2000).

Nos ultimos anos, iniciou-se uma série de estudos associando a vitamina C
(acido ascorbico) a hidrocortisona e a tiamina para o tratamento de pacientes em
sepse ou mesmo em choque séptico, chamado de protocolo HAT (hydrocortisone,
ascorbic acid, thiamine). Este protocolo, ainda em estudos mais aprofundados,
sugere que os beneficios da vitamina C (ja citados) podem ser potencializados
gquando associados a hidrocortisona e a tiamina. A hidrocortisona, em tese, teria
efeito sinérgico a vitamina C, quando utilizada em doses moderadas. A tiamina foi
adicionada ao protocolo por favorecer as reagdes antioxidantes da vitamina C,
considerando que pacientes sépticos comumente tém deficiéncia de tiamina (MARIK
et al., 2017).
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O uso isolado de hidrocortisona, bem como outras classes de corticoides, ndo
mostrou evidéncias de beneficios aos pacientes sépticos, exceto aqueles refratarios
ao uso de vasopressores, pela dependéncia desta classe de farmacos aos niveis de
cortisol sistémico (KEH et al., 2016). Porém seu uso associado a vitamina C tem sido
relacionado a potencializagdo da capacidade antioxidante desta ultima, além de
inibir o processo de vasodilatacdo, a acdo de mediadores pro-inflamatérios,
preservar a fungdo endotelial e o fluxo microcirculatorio. Juntas, essas drogas
também demonstraram contribuicdo a sintese de catecolaminas e na sensibilidade
ao uso de vasopressores (MARIK et al., 2008; MARIK, 2009; ZHOU et al., 2012;
FISCHER et al., 2013; MAY et al., 2013).

Outro estudo mostrou a importancia da vitamina C, associada ao alfa-
tocoferol (vitamina E), na protecdo de cardiomiécitos em situacbes de estresse
oxidativo e ainda na prevencgao de apoptose endotelial em humanos, induzida por
lipopolissacarideos. Outros também demonstraram sua eficiéncia nos processos de
estresse oxidativo causado por outras doengas, como a diabetes (HAENDELER et
al., 1996; RINNE et al., 2000; SILVA et al., 2017). Algumas linhas de pesquisa
também conseguiram demonstrar que a vitamina C de fato exerce um papel
importante na imunomodulagdo em pacientes sépticos, reduzindo a
imunossupressado celular e inibindo a imunorregulacdo negativa das células T
reguladoras (TREGS) e a produgéo de citocinas inibitérias como interleucina 10 (IL-
10) (GAO et al., 2017).

2.3 DEXMEDETOMIDINA

A dexmedetomidina (monocloridrato de (+)-4-(S)-[1-(2,3-dimetilfenil)etil]-1H-
imidazol) é uma droga pertencente a classe dos sedativos, sendo um agonista
seletivo dos receptores alfa-2 adrenérgicos, possuindo estabilidade sedativa,
ansiolitica, simpatolitica e hemodinamica (ZHANG et al., 2015). Estudos
demonstraram que a dexmedetomidina é capaz de reduzir a dosagem de outros
medicamentos durante procedimentos anestésicos, auxiliando no equilibrio
hemodinamico e reduzindo os efeitos depressivos respiratdrios que outros farmacos

possuem. Além disso, existem estudos que sugeriram um efeito anti-inflamatoério em
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ratos sépticos, porém sem haver ainda uma determinagao precisa deste mecanismo
molecular (VENN et al., 1999; TRILTSCH et al., 2002).

Um estudo de ZHANG e colaboradores (2015) investigou os efeitos da
dexmedetomidina sobre as concentragdes plasmaticas (e no lavado bronquial) de
TNF-alfa e IL-6 em ratos com sepse induzida por CLP. Os resultados mostraram que
a dexmedetomidina reduziu significativamente a producado de TNF-alfa e IL-6, tanto
no plasma como no lavado bronquial e, além disso, inibiu a expressdo de TLR4 e
MyD88 (fator de diferenciacédo mieloide) ao nivel de mRNA bem como a ativacéo de
ERK1/2 (quinase reguladora do sinal extracelular 1 e 2) e NF-kB (fator nuclear kB)
nos tecidos pulmonares, que séo criticas na producéo de citocinas inflamatérias no
pulmao dos ratos sépticos. Este mesmo experimento ainda demonstrou que a
loimbina nao foi capaz de anular tais efeitos apds o uso de dexmedetomidina. Esses
efeitos da dexmedetomidina dependem das vias de sinalizagdo (TLR4, MyDa38,

MAPK e NF-kB), mas ndo dependem dos receptores adrenérgicos alfa-2.

O uso da dexmedetomidina também tem sido relatado como importante na
modulagdo adrenérgica em pacientes sépticos. Em um experimento realizado por
HERNANDEZ e colaboradores (2016) com ovelhas induzidas ao choque séptico,
através da aplicagao continua de endotoxinas, a dexmedetomidina foi utilizada junto
com o esmolol (beta bloqueador) e ambos foram bem tolerados pelos animais
sépticos. O grupo que recebeu a dexmedetomidina necessitou de doses bem
menores de epinefrina, mas sem demonstrar diferenga nos niveis de lactato. Outros
estudos similares mostraram que a dexmedetomidina tem sido relacionada a
menores niveis de lactato, tanto por redugdo na geragdo, como na manutengao da
depuragéo hepatica desta substancia (Clearance), sem apresentar grandes impactos
na hemodinamica global (TANIGUCHI et al., 2008; MIRANDA et al., 2015).

A dexmedetomidina é capaz de modular a resposta inflamatdéria, incluindo
apoptose e necrose celular, através da liberacido de canais e transmissores, bem
como é capaz de modular a expressao génica celular. Seu uso também tem sido
relatado em sindromes de isquemia e reperfusdo, contribuindo na liberagdo de
neurotransmissores, como a serotonina, secrecdo de insulina, vasoconstricido,

reabsorcéo renal de sédio, entre outros efeitos benéficos (CAl et al., 2014).
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Uma outra linha de pesquisa mostrou que a regulagdo genética causada pela
dexmedetomidina, através da expressdo de citocinas, auxilia na reducdo do
processo inflamatorio causado pela sepse. Os receptores adrenérgicos alfa-2 sao
receptores acoplados a proteina G que transduzem sinais catalisando a proteina G
em subunidades de proteina G, modulando, assim, os efetores deletérios dessas
subunidades (HSING et al., 2012). Estudos anteriores também demonstraram que a
sobrevivéncia celular associada a dexmedetomidina esta relacionada a uma
diminuicdo nos niveis de caspase-3 (uma das mais importantes enzimas no
processo de apoptose celular) e a redugéo da liberagédo de proteina B1 (HMGB1) do
grupo de alta mobilidade (DHAMANI et al., 2005; GU et al.,, 2011). Estes relatos
corroboram a tese de que a dexmedetomidina, em doses clinicas, inibe
substancialmente a translocacdao de HMGB1 do nucleo para o citoplasma celular e
as elevagdes na expressdo de RNA mensageiro (MRNA) em macréfagos ativados

por lipopolissacarideos (CHANG et al., 2013).

Os efeitos protetores da dexmedetomidina podem estar relacionados a via
anti-inflamatéria colinérgica, que depende do receptor acetilcolina alfa-7 nicotinica
(alfa 7nAChR). E, mesmo se demonstrando que o bag¢o possui um papel
fundamental na via anti-inflamatoria colinérgica neural, pouco € conhecido sobre a
acao deste 6rgéo na atuagédo da dexmedetomidina sobre a sepse. Um estudo de LIU
e colaboradores (2015) demonstrou que a dexmedetomidina atenuou a ativacéo de
NF-kB (ativada por lipopolissacarideos), bem como a produg¢do de TNF-alfa e IL-6 ao

nivel de mRNA no baco.

Os agonistas alfa-2 adrenérgicos, como dexmedetomidina e clonidina, quando
utilizados em pacientes sépticos, tém demonstrado uma redug¢ao na necessidade do
uso de drogas vasopressoras, especialmente a noradrenalina. Até mesmo o uso de
drogas n&o catecolaminérgicas, como a angiotensina IlI, mostrou melhor resultado
quando associada a clonidina. Uma das hipbéteses para este mecanismo é o
aumento da resposta simpatica e elevagdo das catecolaminas enddgenas durante o
choque séptico, ao mesmo tempo que ocorre uma regulagdo na baixa resposta ao
estimulo de receptores adrenérgicos alfa-1 e alfa-2, capaz de reduzir a sua
sensibilidade ou acoplamento intracelular. Esses resultados foram demonstrados em
relatos de casos em humanos, mas também experimentalmente em modelos

experimentais de sepse em ratos e ovelhas, sugerindo que o uso de agonistas alfa-2
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adrenérgicos é capaz de melhorar a microcirculagdo (PICHOT et al., 2010; GELOEN
et al., 2015).

Em uma outra linha de pesquisa, observou-se que a dexmedetomidina foi
capaz de promover uma efetiva protecdo do tecido hepatico em ratos submetidos a
sepse por endotoxemia. Paradmetros como congestdo dos sinusoides hepaticos,
congestao venosa central e inflamagéo do trato portal foram sensivelmente menores
nos pacientes tratados com dexmedetomidina, quando comparados ao grupo séptico
(SEZER et al., 2010). Outro estudo mostrou que a dexmedetomidina também age a
nivel hepatico protegendo o figado de lesdes de isquemia e reperfusdo induzida em
ratos, reduzindo mediadores pro-inflamatorios como TNF-alfa, IL-6 e INOS (CHENG
et al., 2017). A acao alfa-2 agonista da dexmedetomidina também contribui para a
melhoria da inflamac&o do parénquima hepatico, bem como na funcionalidade do
orgao, reduzindo os niveis das transaminases (ALT e AST) e os niveis de lactato,

contribuindo para a redugao da mortalidade em ratos sépticos (CHEN et al., 2015).

Um outro estudo demonstrou que a dexmedetomidina foi bem mais eficiente
na sedacdo de pacientes humanos sépticos quando comparada ao lorazepam.
Neste ensaio clinico, os pacientes que receberam dexmedetomidina tiveram uma
melhora no periodo de disfungédo neurologica, presenca de delirium ou coma durante
a internacdo e necessitaram de menos tempo de ventilagdo mecanica
(PANDHARIPANDE et al., 2010). Nesta mesma linha de efeitos neuroprotetores, um
experimento realizado por CHENG e colaboradores (2017) indicou que a
dexmedetomidina (50 pg/kg) foi capaz de melhorar a perda muscular e ainda atenua
as alteragdes em neuropeptidios hipotalamicos, além de contribuir para a redugao
da inflamacao do hipotalamo em ratos sépticos induzidos por lipopolissacarideos. A
perda muscular foi avaliada pela expressdo em mRNA de duas ligases de ubiquitina
E3 e as alteragcbes em neuropeptidios avaliada pela liberacdo de
proopiomelanocortina (POMC), fator de transcricdo relacionado a cocaina e
anfetamina (CART) e neuropeptidios Y, além da reducdo da produgéo da proteina

relacionada com agouti (melanocortina).
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2.4 ERITROPOETINA

A eritropoetina (EPO) é uma molécula multifuncional (horménio de
glicoproteina), da classe dos agentes estimuladores da eritropoiese (ESA) produzida
por diversos tecidos, com efeito anti-inflamatério e protetor celular, que auxiliam no
combate ao dano tecidual e na regulagdo dos processos inflamatorios. Os ESAs
mostraram efeitos renoprotetores quando utilizados em lesbes de isquemia e
reperfusdo, mas também em situa¢des de nefrotoxidade por cisplatina, ciclosporina
e uso de radiocontrastes (VESEY et al., 2004; SOLLING et al., 2011; EREN et al.,
2012).

Na maioria dos estudos envolvendo EPO, o objeto de pesquisa sempre foi o
tecido renal. Em processos inflamatérios, endotoxémicos ou mesmo de isquemia e
reperfusdo, muitos mediadores humorais, incluindo citocinas, s&o liberados na
circulagdo. O surgimento de hipotensédo arterial sistémica e de vasoconstricdo renal
podem resultar em les&o renal aguda, através do processo isquémico. Além disso,
células inflamatdrias podem causar danos no epitélio tubular renal, através da
liberacdo de ROS, proteases e citocinas adicionais. Muitas evidéncias sugerem que
a EPO, produzida localmente em resposta ao processo inflamatério, tenha um efeito
negativo nestes eventos (SCHRIER et al., 2004; WANG et al., 2005; JHOANNES et
al., 2009).

Porém outras pesquisas mostram que as citocinas inflamatérias séo capazes
de suprimir a produgao de EPO de forma dependente da concentragdo. Segundo os
autores supracitados, a quantidade de EPO necessaria para produzir os efeitos
protetores nos tecidos € significativamente maior do que aquela necessaria apenas
para efeitos hormonais. Ainda é relatado que a EPO pode ser retardada por estes
processos, sendo necessario um periodo superior a 12 horas para atingir seu pico
de produgao (MITRA et al., 2007; BRINES, 2010).

Da mesma forma, os efeitos da EPO na sepse induzida por
lipopolissacarideos foram investigados utilizando-se doses diferentes e em
momentos diferentes. Em doses mais baixas (préximas de 300 U/Kg), a EPO néao foi
capaz de melhorar a fungcdo renal de individuos sépticos, no choque endotdxico.

Porém, em doses bem mais elevadas (chegando até 5000 U/Kg), houve uma
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melhora consideravel na fungdo renal e nos marcadores inflamatérios em modelos
experimentais com ratos. Os beneficios da EPO ocorreram por suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias, com efeitos benéficos sobre as estruturas
celulares. A melhora nas taxas de sobrevivéncia associadas a doses elevadas de
EPO foi relacionada com a atenuag¢ao do apoptose celular, reducédo na producao de
oxido nitrico e na hipoxia tecidual, mas sem a presenga de reacdes inflamatdrias.
Em doses baixas, a EPO aumentou a liberagcao de TNF-alfa, IL-6 e IL-1 horas apéds a
inducao da sepse por lipopolissacarideos em ratos (AOSHIBA et al., 2009; WU et al.,
2010).

Em pacientes sépticos, especialmente aqueles que acabam apresentando
disfuncdo renal, os niveis de EPO ficam especialmente reduzidos e isso pode
resultar em um quadro de anemia, também potencializada pela reducéo da resposta
da medula éssea a EPO e a reducao de viabilidade das hemacias (KRANTZ, 1994;
ROGIERS et al.,, 1997; VAN IPEREN et al.,, 2001). Em um experimento onde se
submeteu ratos a indugédo da sepse por CLP e aplicando EPO e imunoglobulina M
enriquecida (Ig-M en), observou-se uma reducdo nas lesbes pulmonares e
intestinais relacionadas a sepse. A sintese de EPO fica bastante reduzida na
presenga abundante de TNF-alfa e IL-1, em estudos in vitro. EPO tem fungao
importante na prevencdo de danos celulares em pacientes sépticos, através da
inibicdo da sintese de 6xido nitrico. Receptores de EPO ja foram detectados em
alguns tecidos como cérebro, coragdo, pulméo, figado, rim e no endotélio vascular
(ATES et al., 2015).

Outras pesquisas relataram que a administracdo prévia de EPO, em doses
elevadas (1000 U/Kg) reduziu substancialmente a produgcdo de citocinas
inflamatorias, especialmente TNF-alfa e IL-6, além de produzir efeitos benéficos no
tecido intestinal em ratos submetidos ao modelo de isquemia e reperfusdo (MORI et
al., 2008). O tratamento prévio com doses elevadas de EPO também demonstrou
reduzir os danos pulmonares em ratos induzidos com lesbes de isquemia e
reperfusao (WU et al., 2009). Da mesma forma, outra pesquisa também mostrou que
doses elevadas de EPO melhoraram os danos organicos em figado, rins, pulméo e
intestino delgado) e suprimiram a liberagcéo de IL-6 em ratos submetidos ao modelo

de choque hemorragico (WU et al., 2010).
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2.5 SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO NA SEPSE

Nao € incomum o aparecimento de edema pulmonar, que pode levar ao
surgimento da sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), em pacientes
criticamente enfermos, especialmente os pacientes sépticos. A SDRA se manifesta
através do aumento de permeabilidade nos capilares pulmonares, contribuindo para
o extravasamento alveolar através de um processo inflamatério sistémico. Um dos
meétodos mais utilizados para o reconhecimento da presenga de infiltrado
inflamatorio pulmonar é o diagnéstico por imagem, preferencialmente a tomografia
computadorizada (TC) (CHANG et al., 2016; ALYESIL et al., 2017).

Em 2012, em Berlim, formou-se um consenso sobre SDRA e insuficiéncia
respiratoria em pacientes criticos. Segundo este consenso, a SDRA € uma sindrome
clinica composta por, pelo menos, um fator de risco conhecido, presenca de
hipoxemia aguda ndo completamente explicada por sobrecarga de volume ou
choque cardiogénico e ainda a presenca de infiltrag&do bilateral observada em exame
de imagem radiografico ou tomografico (RIOS et al., 2017). Em estudos mais
recentes, o valor prognéstico do consenso de Berlim foi testado comparando-se os
niveis de lactato sérico e das mudancas fibroproliferativas no pulm&o com imagens
tomograficas de alta resolugéo. Esses resultados tém mostrado uma boa correlagéo
da aplicagdo dos parametros do consenso de Berlim com o desfecho prognostico

conseguido com as imagens da tomografia de alta definicdo (KAMO et al., 2019).

A tomografia computadorizada € um exame n&o invasivo que combina cargas
especiais de raios X, com programagao computadorizada capaz de reconstituir as
imagens captadas por cortes transversais da area estudada e permitindo uma
visualizagédo detalhada e multidimensional dos 6rgaos internos. As fatias (ou cortes)

podem ter espessuras minimas que chegam a 0,5 mm (SCHLEDER et al., 2017).

A radiografia toracica continua sendo uma técnica de grande importancia para
avaliacdo da imagem pulmonar. Porém a tomografia computadorizada, ao longo dos
ultimos anos, melhorou significativamente o conhecimento sobre o processo
fisiologico da lesdo pulmonar, induzida ou ndo por sepse, tornando-se atualmente a
ferramenta referenciada para analise visual e quantitativa da imagem pulmonar. A

aplicacao da TC pulmonar, na fase inicial da SDRA, levou a mudangas importantes
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no manejo clinico em mais de 30% dos pacientes. Embora exista a dificuldade
técnica do deslocamento do paciente para a realizacdo da TC e as doses de
radiagdo sejam consideravelmente maiores do que as cargas aplicadas na radiologia
convencional, a TC desempenha um papel até entdo insubstituivel para descrever e
avaliar a capacidade de recrutamento pulmonar em pacientes sépticos portadores
de SDRA (CHIUMELLO et al., 2019).

Clinicamente, o termo SDRA tem sido usado para sugerir a presenga de
infiltrado inflamatério no parénquima pulmonar, resultado do aumento de
permeabilidade microvascular com extravasamento de liquido e proteinas para o
interior do alvéolo. Contudo, por consenso, a SDRA so6 é efetivamente caracterizada
quando a relagdo entre a pressdo arterial de oxigénio e a fragdo inspirada de
oxigénio (PaO2/FiO2) reduz consideravelmente, caindo a niveis abaixo de 200 na
relagdo. Por conta disso, pacientes que ja apresentem algum grau de edema
pulmonar relacionado a sepse poderiam ser ignorados na etapa inicial da doencga e
serem diagnosticados apenas quando a relagdo PaO>/FiO2 cair a niveis abaixo de
200 (VAL-FLORES et al., 2014).

O prognodstico de pacientes sépticos acometidos de SDRA é, geralmente,
desfavoravel devido a complexidade da fisiopatologia e pela etiologia altamente
heterogénea. Mas é sabido que a principal causa de SDRA é a sepse e a ativagao
da sindrome é o dano endotelial parecem ser as causas mais provaveis da
inflamacgéao pulmonar (ORFANOS et al., 2004; PEEK et al., 2010).

Nao é totalmente conhecida a fisiopatologia da SDRA em pacientes sépticos,
mas se sabe que as células endoteliais promovem migragdo transepitelial de
neutréfilos e favorecem a agregacgéo plaquetaria e coagulagéo, causando obstrugao
microvascular nos capilares pulmonares. Este processo de dano endotelial pode
evoluir para a ruptura da membrana alvéolo-capilar e, dessa forma, levar ao
aumento da permeabilidade capilar e consequente edema pulmonar (WORT et al.,
1999; JHONSON et al.,, 2010). Mais de 90% de pacientes sépticos que
desenvolveram SDRA, tinham baixos niveis de proteina plasmatica (abaixo de 6
g/dL), sugerindo que a hipoproteinemia potencializa o extravasamento de liquido
para o intersticio e, dessa forma, piora o prognostico respiratério e eleva a
mortalidade em pacientes sépticos (MANGIALARDI et al., 2000).
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Um estudo de MOUSSA e colaboradores (2015) demonstrou que as células
endoteliais circulantes (CEC) estdo significativamente aumentadas em pacientes
sépticos portadores de SDRA, quando comparadas a pacientes com outras causas
de inflamacao pulmonar, que nao a sepse. Estes resultados mostraram que, embora
nao se possa usar as CEC como um biomarcador de dano endotelial, € seguro
afirmar que o dano endotelial esta presente em pacientes sépticos com disfungao

respiratoria.

A TC tem sido utilizada com sucesso na avaliacdo pulmonar de pacientes
sépticos. Seu uso, tanto na avaliagao de infiltrados pulmonares como na avaliagao
de tromboembolismo associado a sepse ja foi descrito por varios autores (CHANG et
al., 2016). Uma técnica sugerida € a sobreposi¢cao de imagens de TC nos momentos
inspiratorios e expiratorios para melhor avaliagdo das areas de recrutamento em
pacientes sépticos com inflamagao pulmonar. Isso permitiia uma avaliagcédo
individualizada destes pacientes, sugerindo um melhor progndéstico respiratorio
(CEREDA et al, 2017).

2.6 DISFUNGAO CARDIACA NA SEPSE

O sistema cardiovascular desempenha um papel fundamental na sepse e a
depressdo miocardica relacionada a sepse € um achado comumente associado ao
aumento de mortalidade. Os mecanismos que envolvem a depressdo miocardica na
sepse ndo estdo completamente definidos, mas se acredita que a disfungao
cardiaca acomete os lados direito e esquerdo do coragdao, bem como os momentos
de sistole e de diastole. Desta forma, o acompanhamento da funcdo cardiaca,
através do exame de ecocardiografia, € uma importante ferramenta de diagndstico e
controle em pacientes sépticos (ANTONUCCI et al., 2014).

A ecocardiografia € a técnica de utilizagdo do ultrassom como meio
diagndstico em cardiologia, representando um importante método n&o-invasivo na
avaliacdo morfofuncional do coragdo (MUZZI et al., 2000). Um dos métodos para a
realizagcdo do exame ecocardiografico € o modo bidimensional, conhecido como

ecocardiografia em tempo real, onde a imagem obtida corresponde a de um plano
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de corte, reconstituindo, em duas dimensdes, as estruturas anatdmicas que estao
sendo observadas (O'GRADY et al.,, 1986). O modo M exibe, por meio de um
grafico, sinais de diferentes ecogenicidades devido a profundidade dos tecidos,
registrando o movimento do coragdo através de uma linha de tempo (KOCH et al.,
1996).

Numerosos estudos relacionam a sepse com evidéncias de depressao
miocardica nos ultimos 50 anos. Porém o comprometimento do miocardio na sepse
continua a ser um desafio a ser vencido. O coragao é apenas um componente do
sistema cardiovascular e constantemente altera seu desempenho em funcdo das
alteracbes hemodinamicas periféricas, dificultando a distincdo entre efeitos
cardiacos diretos ou resposta cardiaca secundaria as alteragbes de pré-carga, pos-
carga e atividade neuro-humoral ocorridas durante a sepse, como liberacdo de
catecolaminas, acao do oxido nitrico etc (SUFFREDINI et al, 1989; HOCHSTADT et
al., 2011).

A fisiopatologia da disfungdo miocardica na sepse envolve uma série de
mecanismos geneéticos, moleculares, metabodlicos e estruturais que, embora nao
completamente conhecidos devido a sua complexidade, tém fundamental
participagdo na evolugdo da sepse, contribuindo sensivelmente para a mortalidade
elevada (FENTON et al.,, 2016). Os mecanismos genéticos ndo sio claros, mas
sugerem que a deficiéncia de INOS tem efeito cardioprotetor. Outros mecanismos
incluem a liberagado excessiva de TNF-alfa, IL-6 e IL-1 que também contribuem para
a disfungao cardiaca (KUMAR et al, 1996; SANTOS et al, 2010).

Nao obstante, a deplecdo dos niveis de calcio intracelular € um fator de
contribuigdo significativo na depressdo miocardica na sepse, devido ao poder
inotropico que este componente possui nos cardiomidcitos. A presenca de oOxido
nitrico também tem relacdo importante com vasodilatacdo e, consequentemente,
prejuizo da fungdo miocardica (STENGL et al., 2010; SANTOS et al., 2010; CIMOLAI
et al., 2015).

Um estudo conduzido por PARK e colaboradores (1984) foi o pioneiro em
demonstrar o desempenho do ventriculo esquerdo em pacientes sépticos, através
de cineangiocoronariografia e implantagcdo de cateter de artéria pulmonar, para

avaliar fracdo de ejecdo e deébito cardiaco, respectivamente. O grupo observou que
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a fracdo de ejecédo chegava a reduzir até 40% em metade dos pacientes, mas eles
conseguiram recuperar a funcdo miocardica em até 10 dias. Paradoxalmente, o
grupo que manteve a fragdo de ejegao dentro da faixa de normalidade, ou mesmo

acima do normal, foi aquele que apresentou maior mortalidade.

Um outro estudo realizado por JARDIN e colaboradores (1989), que incluiu 90
pacientes em choque séptico, demonstrou que o volume diastdlico final do ventriculo
esquerdo permaneceu dentro da faixa de normalidade, enquanto a fragcado de ejecéo
do mesmo ventriculo estava deprimida, reduzindo o débito cardiaco em todos os
pacientes nos estagios iniciais do choque séptico. Porém 62% dos pacientes que
morreram, tinham fragdes de ejecdo mais elevadas e volumes diastolicos finais mais
reduzidos, apesar de receberem quantidades significativas de fluido durante o

tratamento inicial.

Os métodos comumente empregados na andlise dos dados da
ecocardiografia sdo: a fragdo de ejecao (FE), fracdo de encurtamento (FS), tempo
de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e mensuragdo das camaras ventriculares
esquerdas em sistole (CVEs) e em diastole (CVEd). A fragcdo de ejegao do ventriculo
esquerdo (FEVE) é a medida central da funcédo sistolica deste lado do coragdo. Esta
medida se refere a fragdo do volume existente na cédmara esquerda na sistole
(volume sistolico) em relagdo ao volume existente no mesmo ventriculo ao final da
diastole (volume diastdlico final). O volume sistdlico é calculado baseado na
diferenga entre o volume diastdlico final e o volume sistdlico final. A fragdo de ejegéo
€ o percentual estabelecido desta relacdo entre diastole e sistole. Estima-se uma
fragdo de ejecao normal entre 52 e 72% em humanos. Uma anormalidade de grau
leve ocorreria quando a fragdo de ejecao estiver entre 41 e 51%. Moderadamente
anormal quando se encontrar entre 30 e 40% e severamente anormal quando estiver
abaixo de 30% de ejecdo (NAGUEH et al., 2009; BOUHEMAD et al., 2009).

A fragdo de encurtamento (FS) corresponde a variagdo percentual no
diametro ventricular que ocorre com a sistole. E um dos métodos mais simples da
avaliacdo ecocardiografica por trabalhar com o modo M de mensuragdo, que
corresponde a sinais de diferentes ecogenicidades, pela espessura dos tecidos,
fazendo o registro do movimento cardiaco através de uma linha de tempo. A medida
do encurtamento do ventriculo esquerdo tem sido utilizada como um indicador da

eficiéncia do ventriculo em ejetar o volume. Os valores de normalidade da fragcdo de
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encurtamento em humanos esta entre 28 e 44% e nédo depende da frequéncia
cardiaca, mas sim do volume diastdlico (pré-carga) e da resisténcia arterial sistémica
(p6s-carga) (KAMPMANN et al., 2000; GUERRA et al., 2002).

O TRIV é o intervalo de tempo entre o final da ejegcédo aortica e o inicio do
enchimento ventricular. Este valor € obtido, em milissegundos, a partir do registro
simultaneo, no modo doppler espectral, dos fluxos adrticos e mitrais. O TRIV é capaz
de estimar o relaxamento ventricular. Um relaxamento ventricular (diastole) mais
demorado sera refletido em um TRIV mais longo. A frequéncia cardiaca esta
positivamente relacionada com o TRIV em humanos, mas pode variar em outras
espéecies. A reducido na pressao do atrio esquerdo pode elevar falsamente o TRIV,
ndo refletindo verdadeiramente um relaxamento ventricular deficiente (PLOTNIK et
al., 1989; THOMAS et al., 1992; FUENTES, 2003; SCHOBER et al., 2003).
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3. MATERIAIS E METODO

O experimento foi realizado no laboratério de cirurgia e anestesia da Unidade de
Experimentacdo Animal (UEA) da Universidade Estadual Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF) e submetido & Comissdo de Etica de Uso Animal (CEUA) sob o nimero
124447.

3.1 DIVISAO DOS GRUPOS

Foram utilizados 36 ratos wistar (rattus norvegiccus), machos, pesando entre 300
e 350 gramas, divididos em 6 grupos com 6 ratos cada um, separados em gaiolas
individuais com numero do grupo e do animal de cada grupo, com regime liberal de
agua e comida e abrigados em ambiente com temperatura controlada em 20 graus

Celsius.
Os grupos foram divididos do seguinte modo:
Grupo 1: animais apenas anestesiados (controle)
Grupo 2: animais falsamente operados (sham)
Grupo 3: animais apenas submetidos a CLP
Grupo 4: animais submetidos a CLP com aplicacao de vitamina C
Grupo 5: animais submetidos a CLP com aplicacao de dexmedetomidina
Grupo 6: animais submetidos a CLP com aplicacao de eritropoetina

Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg. Kg ') associada ao
midazolam (0,5 mg.kg '), aplicados na mesma seringa, por via intraperitoneal. Apos
cerca de 10 minutos, os animais entdo eram colocados sobre uma calha cirurgica
adaptada, onde recebiam tricotomia da regido abdominal, regido toracica e na regido
ventral do pescogo, para o posterior procedimento cirurgico (nos grupos pertinentes),
realizacdo dos ecocardiogramas e monitoracdo de pressdo invasiva através de

puncao da artéria carétida, por disseccdo e visualizagdo direta, no momento de
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avaliacao, que foi definido em 24 horas apds a indugao da sepse, do sham ou da
anestesia inicial. Nos locais onde houve tricotomia, os animais recebiam aplicagao

de solugao de clorexidina degermante, seguida de solug&o de clorexidina alcodlica.

Os animais do grupo 1, apds serem anestesiados, eram colocados em gaiolas
individualizadas, com identificagdo do grupo e do numero do paciente (de 1 a 6) de
cada grupo. Esses ratos ndo sofriam nenhuma intervengdo além das tricotomias e

antissepsias ja descritas acima.

FIGURA 3: Posicionamento utilizado durante o procedimento no animal (Rattus norvegiccus),

colocado sobre calha cirurgica adaptada. Fonte: Arquivo pessoal.

No grupo 2, apos a entrada em plano anestésico (percebida pela ndo reagdo a
preensdo digital com pinga hemostatica) e tricotomia, os ratos eram colocados em
calha cirurgica adaptada para inicio do procedimento (Figura 3). Foi realizada ent&o
uma incisdo na pele, na linha média do abdémen e uma pequena dissecg¢ao do
tecido subcutaneo, quando entéo era feita a abertura da cavidade abdominal, sobre
a linha alba, com lamina de bisturi numero 11. Apds a abertura da cavidade
abdominal, o ceco era visualizado e exposto manualmente para fora do abdémen
(Figura 4). O restante dos intestinos delgado e grosso eram mantidos naturalmente

dentro do abdomen.
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Figura 4: Exposicdao do ceco dos ratos para dissecgao mesentérica nos grupos pertinentes.

Fonte: Arquivo pessoal.

Naquele momento, era realizada a dissec¢cdo do mesentério do ceco, proximo a
valvula ileocecal, com extremo cuidado para nao lesionar o ramo cecal da artéria
ileocecal, o que poderia levar a um quadro de hemorragia e 6bito do animal em
questdo. Além disso, esta etapa é fundamental para evitar a isquemia do ceco

durante o procedimento de ligadura e pung¢do, nos grupos pertinentes.

Apos a abertura da cavidade abdominal, exteriorizacdo do ceco e dissecg¢ao do
mesentério, o ceco foi recolocado em sua posi¢céo original, e a cavidade abdominal
foi fechada com pontos simples separados, com fio de nailon de espessura 3-0 e
entdo se deu o fechamento do espaco subcutaneo e pele, também com fio de nailon
de espessura 3-0 (Figura 5). Depois da abertura e sutura, os animais foram

colocados em suas respectivas gaiolas individuais, até a reavaliagdo em 24 horas.
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Figura 5: Fechamento da cavidade abdominal apds exposigcido do ceco e dissecgao
mesentérica. Fonte: Arquivo pessoal.

Os animais dos grupos 3,4,5 e 6, além de todos os procedimentos citados nos
grupos 1 e 2, receberam os procedimentos de ligadura e pungado do ceco (CLP),
para indugdo da sepse. Primeiro foi escolhida a porgdo do ceco a ser ligada e
puncionada. Foi padronizada a ligadura cecal larga, proxima a valvula ileocecal, que
corresponde a ligadura em torno de 50% da area do ceco, com o objetivo de indugao
em curto periodo da sepse nos animais testados (Figuras 6 e 7).

No grupo 3, apos exposi¢ao do ceco e disseccdo do mesentério, um fio de seda,
com espessura numero 2-0, era passado entre o ceco e o espacgo da disseccido do
mesentério e entéo era feita a ligadura da regido selecionada, com cuidado para nado
causar isquemia ou laceragdo nesta regido do ceco (Figuras 8 e 9). Antes da
ligadura, o conteudo fecal era gentilmente manuseado e deslocado em diregdo a

regido distal do ceco, para facilitar o processo de pungéo.
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Figura 6: Deslocamento do contetido fecal, nos grupos pertinentes, para ligadura na porgao

proximal da valvula ileocecal. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 7: Dissecgéao para ligadura préxima a valvula ileocecal, com o cuidado necessario para

evitar o ramo cecal da artéria ileocecal. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 8: Passagem do fio pelo mesentério, evitando a artéria ileocecal (ramo cecal). Fonte:

Arquivo pessoal.

Apés a ligadura, era introduzida uma agulha calibre 18 (40 x 1,2 mm) na regido
proximal do ceco, atravessando este completamente, sempre no sentido da borda
mesentérica para a borda antimesentérica, com o cuidado de ndo acertar nenhum
leito vascular no trajeto da agulha (Figura 10). A agulha era removida e entdo se
realizava uma suave compressao no local da pungédo, com o objetivo de exteriorizar
uma pequena quantidade de fezes, tanto no orificio da borda mesentérica, quanto no
orificio da borda antimesentérica. A quantidade de exposicdo de material fecal era
limitada e sempre a mesma em todos os animais do experimento submetidos ao

protocolo (Figuras 11 e 12).



42

2 Figura 9: Ligadura realizada no terco proximal do ceco, nos grupos pertinentes, proximo a

3  valvulaileocecal. Fonte: Arquivo pessoal.

4

5 Figura 10: Transposicao de agulha 18G sobre a porgao proximal do ceco, na dire¢dao da borda

6  antimesentérica. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 11: Exteriorizagdo de contetudo fecal com manipulagao suave do ceco. Fonte: Arquivo

pessoal.

Figura 12: Exteriorizagdo contralateral do contetudo cecal. Fonte: Arquivo pessoal.
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Depois disto, o ceco era entdo realocado dentro da cavidade abdominal, com o
cuidado de nao haver contato das fezes expostas com a abertura da parede
abdominal. Assim feito, o peritbnio e a parede abdominal eram fechados com fio de
nailon de espessura 3-0, seguido do fechamento do tecido subcutaneo e pele com o

mesmo tipo de fio, ambos com pontos simples descontinuos.

Todos as ligaduras e pungdes cecais nos animais do experimento tiveram o
cuidado de manter um tempo médio de realizagdo do procedimento entre 10 e 15
minutos, evitando manipulagdes e exposigcdes excessivas que pudessem

comprometer o resultado.

No grupo 4, apos realizagdo da CLP, foi administrado 200 mg.kg™' de vitamina C
(acido ascérbico), por via intravenosa, através de pung¢ao da veia jugular esquerda,

imediatamente apds o fechamento da cavidade abdominal.

No grupo 5, apds realizagdo da CLP, foi administrado 5 mcg.kg’' de
dexmedetomidina, por via intraperitoneal no quadrante inferior direito, imediatamente

apo6s o fechamento da cavidade abdominal.

No grupo 6, apos realizagdo da CLP, foi administrado 3.000 U.Kg' de
eritropoetina, por via intraperitoneal no quadrante inferior direito, imediatamente

apo6s o fechamento da cavidade abdominal.

3.2 AVALIAGAO INICIAL

Os animais eram entdo colocados em suas gaiolas individuais, com livre acesso
a agua e comida, para recuperagao anestésica e assim permaneciam nas 24 horas
seguintes a inducdo da sepse, quando entdo eram reavaliados para parametros

clinicos como tremores, pelos arrepiados, mal-estar e fraqueza muscular (Figura 13).
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Figura 13: Manifestacao clinica de pelos arrepiados 24 horas apds ao procedimento de CLP

nos grupos pertinentes. Fonte: Arquivo pessoal.

ApoOs esta avaliagéo clinica, os animais eram anestesiados novamente com a
mesma combinagdo de cetamina e midazolam utilizadas anteriormente, para

contencéo e realizagdo das coletas de dados.

3.3 COLETA DE DADOS HEMODINAMICOS E EXAMES DE IMAGEM

Apos atingirem o plano anestésico, os animais eram posicionados novamente na
calha cirdrgica adaptada, onde entédo era feita a abertura da pele na regido cervical
ventral, sendo feita a dissec¢do do tecido subcutédneo da regido para exposi¢céo dos

musculos esterno-hioideos, que eram separados com uso de pingas hemostatica
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curva, permitindo a visualizagdo da traqueia. A traqueia era entdo lateralizada
suavemente, permitindo o acesso a artéria carotida, que foi separada do nervo vago
e individualizada para permitir a sua pung¢do. A puncido da artéria carétida era
realizada apos a ligadura de sua porg¢éao cranial, facilitando o enchimento da artéria e
sua canulagao. Para a pungao carotidea, foi utilizado um cateter endovenoso calibre
24, sendo este entado fixado a artéria através de outra ligadura na porgao caudal da
carotida. Com o fluxo sanguineo presente, era inserido pelo cateter 0,2 ml de
solucao heparinizada, preparada com o uso de 0,01 ml de heparina sddica 5.000 U
para 9,9 ml de solucdo salina, para evitar a formacado de trombos e prejudicar a

leitura dos valores hemodinamicos.

Com o acesso arterial definido, os animais eram conectados ao equipamento de
mensuragdo invasiva Labchart®, da empresa AD INSTRUMENTS LTD, através de
um cabo de transdutor de pressao ligado a um sistema de pressao arterial invasiva
que, por sua vez, estava conectado ao cateter arterial implantado na cardtida. A
partir da detecgédo do pulso arterial pelo equipamento, era marcado o momento de
leitura da pressao arterial invasiva, realizada por um periodo de 5 minutos
subsequentes ao inicio da coleta dos dados. Ao final deste periodo, a leitura era
interrompida pelo equipamento e os dados coletados eram salvos no computador,

identificados pelo numero do grupo analisado e o numero do rato dentro de cada

grupo.

Ao mesmo tempo que eram coletados os dados hemodinamicos, também eram
realizadas as mensuragdes cardiacas atravées de exame de ecocardiograma,
performado por um profissional com larga experiéncia na area e que desconhecia os
tratamentos aplicados a cada grupo (cego). Para a realizagdo dos ecocardiogramas,
foi utilizado um equipamento VIVID IQ PREMIUM®, da GE HEALTHCARE®, com um
transdutor PHASED ARRAY®, modelo 12S-RS, com frequéncia entre 5 e11 MHz.

O profissional fez as mensuragbes de fracdo de ejegdo pelos métodos de
Simpson e Teicholz, fracdo de encurtamento pelo método de Teicholz, tamanho da
camara ventricular esquerda em sistole e em diastole e o tempo de relaxamento
isovolumétrico. As mensuragdes das fragdes de ejegcdo e encurtamento sdo dadas
em percentuais (%), enquanto a mensuragao da camara ventricular esquerda se da
em centimetros e o tempo de relaxamento isovolumétrico € calculado em

milissegundos.
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Para a captagdo das imagens, foram utilizados os cortes paraesternal direito 4
camaras em eixo longo (fragbes de encurtamento e ejegao), paraesternal esquerdo
apical 5 camaras (tempo de relaxamento isovolumétrico) e paraesternal direito em
eixo curto, ao nivel dos musculos papilares (mensuragdo da cémara ventricular
esquerda). Estes dados foram coletados e salvos em planilha do programa Excel®,

para posterior analise estatistica.

ApoOs a realizagdo dos ecocardiogramas, 0s animais eram preparados para o
exame de tomografia computadorizada, realizado em tomografo LIGHTSPEED®,
com 32 canais, da GE HEALTHCARE®, com projegbes de térax, em cortes axiais,
coronais, sagitais e reconstru¢do de volume em 3 dimensdes, com 1,25 milimetros
de espessura em cada imagem, para observar a presenga ou ndo de infiltrado
pulmonar inflamatério posterior a indugao da sepse. As imagens foram reconstruidas
pelo programa InVesalius® e analisadas por um observador experiente em
diagndstico por imagem, sem conhecimento dos tratamentos aplicados a cada grupo
(cego). O padrao de presenca ou nado de infiltrado inflamatério pulmonar foi definido
da seguinte forma: ausente, quando ndo houver percepg¢ao de processo inflamatorio
nos campos pulmonares observados; infiltracdo leve, quando o processo
inflamatério acometer até 25% dos campos pulmonares observados; infiltracdo
moderada, quando o processo inflamatério corresponder a uma area entre 25 e 50%
dos campos pulmonares observados; infiltragdo severa, quando houver
comprometimento inflamatério em mais de 50% dos campos pulmonares
observados. Foram observados os cortes axial, sagital, coronal e reconstituicdo
tridimensional de volume em areas pulmonares. Os dados foram tabelados para

posterior analise estatistica.

3.4 COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Ao final da coleta de todos os dados, os animais foram desconectados do
sistema de pressao arterial invasiva e, através do cateter arterial implantado na
carotida, foi coletado sangue para realizagdo dos hemogramas completos (e
respectivas laminas para leucometria especifica) e do teste de ELISA para detecc¢ao

do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa). Foram coletadas 3 amostras de sangue
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contendo 0,5 ml cada uma, sendo distribuidas em 3 tubos de coleta com esta
mesma capacidade, sendo um tubo contendo EDTA, para realizagdo do
hemograma, e outros dois tubos com gel separador, para obtengcdo de soro para
analise imunoldgica. Uma pequena quantidade de sangue de cada animal foi
colocada sobre uma Iamina limpa para realizacdo do esfregago sanguineo, que foi
imediatamente corado com pandptico rapido e deixado exposto ao ambiente para
secagem natural das laminas. Estas laminas foram utilizadas para analise diferencial

dos leucocitos encontrados nos exames de hemograma.

Os tubos com sangue para analise sorolégica foram colocados na centrifuga
especifica para micro tubos, da marca VACUPLAST®, sendo centrifugados de modo
continuo durante 10 minutos, com velocidade de 4 mil rotagées por minuto (rpm).
Apos a centrifugagdo, o soro sobrenadante foi coletado com pipetas graduadas em
0,5 ml, com a utilizacdo de micro ponteiras individualizadas para cada amostra e
entdo foi colocado em eppendorfs identificados individualmente, com grupo e
numero de cada animal escrito em cada frasco. Os frascos tipo eppendorf foram
entdo acondicionados em freezer especifico para material biolégico, com

temperatura constante de -80°C.

O material para analise imunologica (TNF-alfa) permaneceu sob congelamento a
-80°C durante todo o tempo até que fosse realizada a analise pelo teste ELISA,
através de espectrofotometria. Os testes de ELISA foram realizados com o uso de
placa pré-sensibilizada para TNF-alfa de ratos FINE TEST®, da empresa WUHAN
FINE BIOTECH CO LTD®. O método de detecgéo utilizado foi o ELISA sanduiche,
em duplicata. Os protocolos estabelecidos para a realizacdo dos testes foram
rigorosamente obedecidos até se obter a sensibilizagdo da placa de TNF-alfa para a
leitura dos dados, através do leitor automatico de microplacas em absorbancia
BIOTEK 800 TS®. Os dados da leitura foram compilados para uma planilha

eletrénica, para posterior analise estatistica.

Os hemogramas completos foram realizados por equipamento automatico
BC5000%®, da empresa MINDRAY®, configurado para analise de sangue de ratos. A
amostra foi aspirada pelo aparelho que fez a leitura de toda a parte celular vermelha
e das células brancas e plaquetas. Para este experimento, foram consideradas a

contagem global de leucdcitos e contagem de plaquetas.
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As laminas com esfregaco sanguineo de cada animal foram analisadas por
observador com experiéncia em patologia clinica, mas que desconhecia o0s
tratamentos aplicados a cada grupo (cego). Os resultados foram tabulados
juntamente com os dados do hemograma completo e colocados em planilha para

posterior analise estatistica.

Ao final de todos os procedimentos de coleta de dados hemodinémicos, imagens
e sangue para analise hematoldgica e imunoldgica, os animais sofreram eutanasia
com aplicagio intravenosa (na veia jugular) de tiopental sodico 2,5% (25 mg.kg™),
seguido da aplicagdo intravenosa de cloreto de potassio 10% (25 mEq.kg™),
confirmando-se entdo o obito de cada animal. Os animais foram descartados
seguindo os padrdes estabelecidos pela Comissdo de Etica e Uso de Animais
(CEUA) da UENF.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente, através do programa SPSS®,
versdao 18, com auxilio do Laboratério de Estatistica Aplicada da Universidade
Federal Fluminense. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, para comparagao entre
0s 6 grupos, e, quando surgisse algum dado com diferengca estatisticamente
significativa (p < 0,05), aplicava-se o teste de Mann-Whitney, para a comparagéo
dos grupos em pares (2 a 2), identificando a comparagdo onde se encontra esta
significancia estatistica. Os resultados das analises estatisticas, de acordo com o

objeto em estudo, estdo apresentados a seguir.
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4. RESULTADOS

Os resultados, obtidos a partir da metodologia descrita, estdo distribuidos de
acordo com o material coletado durante o experimento e divididos aqui de acordo
com o objeto de analise de cada variavel. Para facilitar a interpretacdo dos
resultados, segue abaixo novamente a descrigdo de cada grupo do experimento, na

tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Distribuicio dos animais nos grupos de controle e tratamento

GRUPO 1 | CONTROLE

GRUPO 2 | SHAM

GRUPO 3 | SEPSE

GRUPO 4 | SEPSE + VITAMINA C

GRUPO 5 | SEPSE + DEXMEDETOMIDINA
GRUPO 6 | SEPSE + ERITROPOETINA

4.1 HEMOGRAMAS

Para a analise dos hemogramas coletados durante o experimento, foram
considerados, para o estudo da sepse, os parametros de leucometria global
(contagem total de leucdcitos, expressa em numero absoluto), teor de
hemoglobina(expresso em gramas por decilitro) e contagem de plaquetas (expressa

em numero absoluto vezes mil).

Na analise dos valores de leucometria global, houve significancia estatistica
(p<0,003) pelo teste de Mann-Whitney, na comparagao do grupo 1 com os grupos 3
e 6; do grupo 2 com os grupos 3 e 6; do grupo 3 com os grupos 4 e 5; do grupo 4
com o grupo 6; do grupo 5 com o grupo 6. Os valores de hemoglobina apresentaram

diferenca significativa na comparagao do grupo 1 com os grupos 3, 5 e 6; do grupo 2



N o,

o o

10

11

12
13

14

51

com o grupo 3. Na analise dos valores de contagem de plaquetas. ndo foi observada

diferenca estatistica. As diferencas podem ser observadas na tabela 2 abaixo.

Tabela 2: Médias com desvio padrao dos valores de leucometria global (absoluto),

hemoglobina (g/dl) e contagem de plaquetas (x10°).

‘ Analise Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
9325 7863,33 3201,67 10061,67 12101,66 1933,33
Leucometria t * S * * *
2718,56° 1250,24°F 574,243bde 6012,97¢f 2504,29° 1158,352Pde
10,81 14,83 15,53 14,65 16,45 17,81
Hemoglobina t t * + * *
1,47°¢f 2,47° 1,623° 4,20 1,547 2,58%
499,83 760,67 576 631,17 625,50 713,17
Plaquetas * * * * + +
205,76 224 185,73 140,09 79,66 125,42

Em a: diferenga estatistica com o grupo 1; b: diferencga estatistica com o grupo 2; c: diferenca
estatistica com o grupo 3; d: diferenga estatistica com o grupo 4; e: diferenca estatistica com o
grupo 5; f: diferencga estatistica com o grupo 6 (p<0,003) com teste de Mann-Whitney.

A representagdo grafica das diferengcas estatisticas dos valores de

leucometria global, teor de hemoglobina e contagem de plaquetas entre os grupos

testados aparecem nas figuras 14, 15 e 16 abaixo.
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Figura 15: Representagao grafica por boxplot dos valores de teor de hemoglobina entre os

grupos testados.
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Figura 16: Representagao grafica por boxplot dos valores de contagem de plaquetas entre os

grupos testados.
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4.2 PRESSAO ARTERIAL

Para analise dos dados obtidos de pressao arterial invasiva, foram
considerados os seguintes parametros: presséo arterial sistdlica, presséo arterial
diastélica, pressao arterial média e presséo de pulso, todas expressas em milimetros
de mercurio (mmHg). Foram considerados os valores médios obtidos em todo o
periodo de monitoracdo (5 minutos), de acordo com o programa Labchart, da AD

INSTRUMENTS LTD®.

Na analise dos valores de pressdo arterial sistdlica, houve significancia
estatistica (p<0,003) pelo teste de Mann-Whitney, na comparacéo do grupo 1 com o
grupo 5; do grupo 3 com os grupos 4 e 6; do grupo 4 com o grupo 5; do grupo 5 com
o grupo 6. Na analise dos valores de pressao arterial diastolica, houve significancia
estatistica na comparac¢ao do grupo 3 com os grupos 4 e 6; do grupo 4 com o grupo
5; do grupo 5 com o grupo 6. Na analise dos valores de pressao arterial média,
houve diferenga estatistica na comparagao do grupo 1 com o grupo 5; do grupo 3
com 0s grupos 4 e 6; do grupo 4 com o grupo 5; do grupo 5 com o grupo 6. Na
analise dos valores de pressdo de pulso, houve significancia estatistica na
comparagao do grupo 1 com o grupo 3; do grupo 2 com os grupos 3 e 5; do grupo 3
com os grupos 4, 5 e 6. Entre os demais grupos, ndo foi observada diferenca

estatistica. As diferengas podem ser observadas na tabela 3 abaixo.

Tabela 3: Médias com desvio padrao dos valores de pressao arterial sistolica (PAS), pressao
arterial diastdlica (PAD), pressao arterial média (PAM) e pressao de pulso (PP) em mmHg.

PRESSOES PAS PAD PAM PP
GRUPO 1 130,12 + 18,38¢ 99,85 + 23,12 115,47 £ 20,71°¢ 30,27 * 6,85°¢
GRUPO 2 140,09 + 23,21 115,70 £ 21,69 128,10 £ 21,78 29,08 £ 0,88
GRUPO 3 77,99 * 25,92¢f 65,58 + 25,50 71,42 + 24,78°f 13,57 % 1,272bdef
GRUPO 4 149,83 + 7,44°° 129,02 + 5,40°° 140,82 + 5,76%° 20,81 £ 5,41°¢
GRUPO 5 99,28 + 5,792.4f 76,02 5,659 87,36 + 5,4524f 23,26 + 3,91°°
GRUPO 6 142,16 £10,98°° | 111,89 £12,31%¢ | 126,19 £ 11,11°° 30,26 + 1,94°¢

Em a: diferenga estatistica com o grupo 1; b: diferenga estatistica com o grupo 2; c: diferenga
estatistica com o grupo 3; d: diferenga estatistica com o grupo 4; e: diferenca estatistica com o
grupo 5; f: diferencga estatistica com o grupo 6 (p<0,003) com teste de Mann-Whitney.
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A representacdo grafica das diferengas estatisticas dos valores de presséo
arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastdlica (PAD), pressao arterial média
(PAM) e presséao de pulso (PP) entre os grupos testados aparecem nas figuras 17,
18, 19 e 20 abaixo.
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Figura 17: Representacgao grafica por boxplot dos valores de PAS entre
os grupos testados.
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Figura 18: Representagao grafica por boxplot dos valores de PAD
entre os grupos testados.
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Figura 19: Representagao grafica por boxplot dos valores de PAM
entre os grupos testados.
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Figura 20: Representagao grafica por boxplot dos valores de PP entre
os grupos testados.
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4.3 ECOCARDIOGRAMAS

Para a analise dos dados obtidos com os exames de ecocardiograma, foram
considerados os seguintes parametros: fracdo de ejegao calculada pelo método de
Simpson, expressa em percentual (Fes%), fragdo de ejecdo calculada pelo método
de Teicholz, expressa em percentual (Fet%), fracdo de encurtamento calculada pelo
meétodo de Teicholz, expressa em percentual (FS%), medida da camara ventricular
esquerda em diastole, expressa em milimetros (CVEd), medida da camara
ventricular esquerda em sistole, expressa em milimetros (CVEs) e tempo de
relaxamento isovolumétrico, expresso em milissegundos (TRIV). Na analise dos
valores de mensuragdo da camara ventricular esquerda em sistole (CVEs), houve
significancia estatistica (p<0,003), pelo teste de Mann-Whitney, na comparac&o do
grupo 1 com o grupo 5; do grupo 2 com o grupo 5; na analise dos valores de tempo
de relaxamento isovolumétrico (TRIV), houve diferenga significativa na comparagéo
do grupo 1 com o grupo 3; do grupo 2 com os grupos 3 e 4; do grupo 3 com 0 grupo
5. Na analise dos valores de fragao de ejecéo por Simpson (Fes%), fragao de ejecéo
por Teicholz (Fet%), fracdo de encurtamento por Simpson (FS%) e mensuragao da
camara ventricular esquerda em diastole, ndo foram observadas diferencas

estatisticas. As diferengcas podem ser observadas na tabela 4 abaixo.

Tabela 4: Médias com desvio padrao dos valores de fragdao de ejecdo Simpson (Fes%), fragao
de ejegcdo Teicholz (Fet%), fragcio de encurtamento (FS%), camara ventricular esquerda em
sistole (CVEs), camara ventricular esquerda em diastole (CVEd) e tempo de relaxamento

isovolumétrico (TRIV).

Analise Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Fes% 77,83 £12,09 80,33 £ 9,54 70 £9,85 74,33 £9,33 63,67 £ 11,63 72,83 £ 11,42
Fet% 85,50 £ 17,14 86,17 £17,38 87,17 16,3 88,83 £ 11,47 737,04 85,33 £8,71
FS% 54 + 16,33 54,67 £ 16,35 52,50 * 8,55 57,17 £ 13,37 37,17 £ 6,94 50,50 £ 10,78
CVEs 2,21 £ 0,40° 2,15 £ 0,49° 2,67 £ 0,69 2,41 £1,02 3,75 £ 0,672 2,52 +1,09
CVEd 5,01 £ 0,96 4,93 £ 0,99 5,57 £ 0,64 5,17 £ 0,74 5,97 £1,18 5,02 £1,30
TRIV 28 % 3,89° 33,67 £ 3,93° 13 £2,193be 20,5 £ 3,93° 33,33%5,16° 20,33+7,25

Em a: diferenga estatistica com o grupo 1; b: diferencga estatistica com o grupo 2; c: diferenga
estatistica com o grupo 3; d: diferenga estatistica com o grupo 4; e: diferenca estatistica com o
grupo 5 (p<0,003) com teste de Mann-Whitney.



57

=

A representacdo grafica das diferengas estatisticas dos valores de fragéo de
ejecao calculada pelo método de Simpson (Fes%), fragdo de ejegao calculada pelo
meétodo de Teicholz (Fet%), fracdo de encurtamento calculada pelo método de
Teicholz (FS%), medida da camara ventricular esquerda em diastole (CVEd), medida
da caémara ventricular esquerda em sistole (CVEs) e tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) entre os grupos testados aparecem nas figuras 21, 22, 23, 24,
25 e 26 abaixo.
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9 Figura 21: Representagao grafica por boxplot dos valores de fragao de ejecdo por Simpson
10 entre os grupos testados.
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12 Figura 22: Representagao grafica por boxplot dos valores de fragcido de ejecdo por Teicholz
13 entre os grupos testados.
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Figura 23: Representagao grafica por boxplot dos valores de fragdao de encurtamento por
Simpson entre os grupos testados.
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Figura 24: Representagcdo grafica por boxplot dos valores de mensuragcdo da camara
ventricular esquerda em diastole entre os grupos testados.
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Figura 25: Representacao grafica por boxplot dos valores de mensuragdo da camara

ventricular esquerda em sistole entre os grupos testados.
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Figura 26: Representagao grafica por boxplot em boxplot dos valores de tempo de relaxamento

isovolumétrico entre os grupos testados.
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4.4 TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

As imagens coletadas pelo aparelho de tomografia computadorizada foram
analisadas por um observador independente com larga experiéncia na area de
diagndstico por imagem. Como ja detalhado na metodologia, os padrbes de imagem,
em relacado aos infiltrados pulmonares, foram divididos em: ausente, infiltracédo leve,

infiltracdo moderada e infiltracdo grave.

Na anadlise estatistica dos dados de infiltrados pulmonares, foi observada
significancia estatistica (p<0,003), pelo teste de Mann-Whitney, na comparacéo
entre os grupos 1 e 3 e entre os grupos 2 e 3. Nos demais grupos, ndo se observou

diferencga estatistica na observagéao dos dados.

Infiltrado Pulmonar na Tomografia Computadorizada

5
4 | ‘
0 ]

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

Numero de Animais
N w

=N

Infiltrado Pulmonar

m Ausente Leve Moderado Grave

Figura 27: Descrigao das alteragdes no parénquima pulmonar entre os grupos testados.

Como referéncia, as imagens dos padrdes de infiltrados pulmonares presente

nos animais testados, esta exemplificada nas figuras 28 a 31, exibidas abaixo.
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Figura 28: Corte axial reconstituido do animal 2 do grupo 1 pelo programa InVesalius.
Auséncia de infiltrado pulmonar.

Figura 29: Corte axial reconstituido do animal 3 do grupo 2 pelo programa InVesalius. Infiltrado
pulmonar leve.
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Figura 30: Corte axial reconstituido do animal 2 do grupo 5 pelo programa InVesalius. Infiltrado
pulmonar moderado.

Figura 31: Corte axial reconstituido do animal 6 do grupo 3 pelo programa InVesalius. Infiltrado
pulmonar grave.

4.5 TNF-ALFA

Os dados para analise do mediador inflamatério fator de necrose tumoral alfa
(TNF-alfa) foram coletados apds a realizagdo dos protocolos instruidos pela
empresa WUHAN FINE BIOTECH CO LTD®, e analisados pelo equipamento de

leitura automatica de microplacas em absorbancia BIOTEK 800 TS®. Os valores
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obtidos pelo equipamento foram expressos em picogramas por mililitro (pg/ml),

tabulados e distribuidos e as médias distribuidas na tabela 5.

Na analise dos valores de TNF-alfa houve significancia estatistica (p<0,003)
na comparagao do grupo 1 com os grupos 3, 4, 5 e 6; do grupo 2 (sham) com os
grupos 3, 4, 5 e 6; do grupo 3 com o grupo 4 e com o grupo 5. As diferengcas podem

ser observadas na tabela 5 abaixo.

Tabela 5: Médias com desvio padrao dos valores de picogramas por ml de TNF alfa.

‘ GRUPO MEDIA
! 38,08 * 9,40 cdof
2 44,83 + 2,80 o9
: 519,69 + 72,90 2Pde
* 299,48 + 20,28 *P°
° 355,25 + 32,88 b°
° 414,89 * 121,85 =0

Em a: diferenga estatistica com o grupo 1; b: diferenga estatistica com o
grupo 2; c: diferenga estatistica com o grupo 3; d: diferenga estatistica
com o grupo 4; e: diferenga estatistica com o grupo 5; f: diferenca
estatistica com o grupo 6 (p<0,003) com teste de Mann-Whitney.

A representagao grafica das diferengas estatisticas dos valores de TNF-alfa

entre os grupos testados aparece na figura 32 abaixo.
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Figura 32: Representagcdo grafica por boxplot dos valores de TNF-alfa entre os grupos
testados.
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5. DISCUSSAO

A sepse continua sendo um enorme desafio clinico e o bom entendimento de
sua fisiopatologia e progresséo € fundamental para a investigacdo da doencga. Para
a investigacao dos eventos relacionados a sepse, varios modelos experimentais tém
sido desenvolvidos, sendo o mais frequentemente utilizado o modelo de ligadura e
perfuragdo (pungao) cecal (CLP) em roedores. Neste modelo, a indugdo da sepse
acontece através de um foco infeccioso polimicrobiano formado dentro da cavidade
abdominal, seguido de translocacdo bacteriana para a circulagdo sanguinea e
posterior resposta inflamatdria sistémica. Evidéncias consistentes demonstram que a
gravidade da sepse induzida tem relagdo direta com a extensédo da ligacado cecal
(RITTIRSCH et al., 2008). Nosso experimento seguiu fielmente todo o protocolo
descrito por RITTIRSCH e seus colaboradores, para a realizagdo da ligadura e
pungédo cecal em ratos, com o objetivo de ndo haver diferengas importantes no
estabelecimento da condi¢ao séptica nos ratos, mesmo com maior risco de 6bito nos

animais testados, dentro das primeiras 24 horas de inducio da sepse.

Um estudo de SINGLETON e WISCHMEYER, em 2003, demonstrou que a
posicéo da ligadura cecal era um fator determinante sobre a inflamagéao sistémica e,
consequentemente, sobre os niveis de TNF-alfa e IL-6, em ratos submetidos a CLP.
Este estudo mostrou que animais que eram submetidos a CLP onde mais de 35% da
area do ceco era ligada desenvolviam sepse em curto espago de tempo, podendo
levar ao 6bito em poucos dias. Ainda assim, ja nas primeiras 24 a 48 horas, o rato ja
se apresentava com os sinais clinicos da sepse, como pelos arrepiados, taquicardia,
taquipneia, febre e prostragcédo. O calibre da agulha usada na pung¢do cecal também
parecia ter influenciado no resultado, sendo indicada a pungdo com agulha calibre
20. Nosso experimento seguiu rigorosamente estes protocolos, também corroborado
por outros estudos, inclusive o de RITTIRSCH e colaboradores, com o objetivo de

mimetizar os resultados alcancados, dando padrao confiavel aos resultados obtidos.

Os resultados obtidos com a analise dos niveis de fator de necrose tumoral
alfa (TNF-alfa) indicam claramente a importancia que esta citocina tem na
modulacgdo da resposta inflamatéria nos eventos da sepse. Em nosso experimento,
0s animais submetidos a sepse, tanto os que receberam tratamento quanto os que

nao receberam (grupos 3 a 6), apresentaram indices de TNF-alfa muito mais
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elevados que os grupos usados como controle (1 e 2). Este resultado vai de acordo
com os resultados indicados em varios modelos experimentais para inducdo da
sepse, como publicado por SINGLETON e WISCHMEYER em 2003. Outro estudo
de SMITH Il e colaboradores em 1993 demonstrou que, mesmo quando a sepse €
induzida por lipopolissacarideos, os valores de TNF-alfa aumentam sensivelmente
em curto espaco de tempo, comprovando a participacdo fundamental desta citocina

inflamatdria nos eventos que desencadeiam a sepse.

Ainda em relagdo aos mediadores inflamatérios, o grupo séptico apresentou
diferengas estatisticas significantes também com os grupos 4 e 5. Isto indica que a
vitamina C e a dexmedetomidina foram eficientes em modular a resposta
inflamatdéria e reduzir os indices da citocina inflamatéria TNF-alfa nos animais
tratados destes grupos. Porém ndo houve este mesmo resultado de melhora quando

se comparou o grupo séptico com o grupo tratado com eritropoetina.

Estes resultados estdo de acordo com os achados encontrados por diversos
autores. KAWADE e colaboradores (2018) demonstraram que a ingestdo diaria de
acido ascérbico (vitamina C) atenuou os efeitos inflamatérios em ratos com sepse
induzida por lipopolissacarideos, utilizando 3000 mg/Kg por via oral. KIM e LEE
(2004) também demonstraram que os niveis de TNF-alfa e cicloxigenase-2 (COX-2)
reduziram apos administracdo de vitamina C em ratos sépticos submetidos a CLP,
através da reducao do estresse oxidativo e da peroxidacao lipidica. Esstes mesmos
pesquisadores publicaram outro estudo em 2006 que demonstrou a eficiéncia da
vitamina C e da vitamina E em melhorar o metabolismo hepatico em fungado das
desordens causadas sobre o citocromo microssomal hepatico P450 que ocorrem
durante a sepse. Neste estudo, a expressdo do TNF-alfa também foi reduzida no

grupo que recebeu vitamina C e vitamina E.

Varios estudos demonstraram a eficiéncia da dexmedetomidina em reduzir a
mediacao inflamatdria causada por citocinas e outros mediadores, especialmente o
TNF-alfa. Um estudo de XU e colaboradores (2013) mostrou que a
dexmedetomidina foi eficiente em reduzir os niveis de IL-6 e TNF-alfa em ratos
submetidos a sepse por CLP, bem como reduziu a expressao da proteina B1 do
grupo de alta mobilidade (HMGB1) que se liga a receptores TLR2 e TLR4,
contribuindo para o aumento de mortalidade. Outros estudos obtiveram resultados
semelhantes (DHAMANI et al., 2005; GU et al., 2011). Em 2016, LIU e
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colaboradores demonstraram que a dexmedetomidina foi capaz de reduzir os niveis
de IL-6 e TNF-alfa em ratos sépticos por lipopolissacarideos, tanto em niveis séricos
como na expressdo de mMRNA, através da ativagdo da via anti-inflamatoria
colinérgica, através do bloqueio do receptor acetilcolina alfa-7 nicotinica (alfa
7nAChR). CHANG e colaboradores, em 2013, também obtiveram os mesmos
resultados. Uma pesquisa de ZHANG e colaboradores (2015) demonstrou que a
dexmedetomidina reduziu os niveis de TNF-alfa e IL-6 tanto no plasma como na
secrecao alveolar de ratos submetidos a sepse por CLP, em grupos recebendo 5
mcg/kg, 10 mcg/kg e outro grupo recebendo 10 mcg/kg de dexmedetomidina
associada a iombina, para comprovar a eficacia da acado anti-inflamatéria da
dexmedetomidina. Todos estes estudos corroboram os achados em nosso

experimento.

O unico grupo de tratamento que n&o obteve resultados superiores ao grupo
séptico foi o grupo tratado com eritropoetina. Nao houve reducado significativa nos
niveis de TNF-alfa nos ratos tratados com EPO. Esse achado pode ser explicado por
estudos anteriores. J& em 1991, FANDREY e JELKMANN produziram um
experimento onde demonstraram que a interleucina 1 (IL-1) e o TNF-alfa reduziram
a producéo in vitro de EPO, suspeitando que a modulacao inflamatdria das citocinas,

in vivo, seja responsavel pela baixa producao de eritropoetina.

Outro estudo de NAGAYA e colaboradores (2014) demonstrou que o TNF-alfa
bloqueou os efeitos neuroprotetores da EPO através do fator induzido por hipoxia 2-
alfa (HIF 2-alfa), onde os efeitos negativos do TNF-alfa sobre a EPO se daria pela
desestabilizacdo da HIF 2-alfa através da via de sinalizagdo do fator nuclear (NF) k-
B. Outro estudo de KALYANI e JAMIL (2015) que avaliou a resposta da anemia em
pacientes com cancer, demonstrou que nao foram os baixos niveis de EPO e de
ferro que causaram a anemia e sim a baixa resposta da EPO na presencga de niveis
elevados de TNF-alfa e que esta interacdo deveria ser melhor estudada. Outro
estudo de CLUZEAU e colaboradores, em 2017, demonstrou resultados
semelhantes em pacientes com sindrome mielodisplasica, onde a expressdo da
proteina inflamatéria S100A9 atua regulando a agdo do TNF-alfa e da IL-1,

prejudicando sensivelmente a eritropoiese em pacientes acometidos pela sindrome.

Em nosso experimento, acreditamos que a EPO n&o foi capaz de produzir

seus desejados efeitos protetores do endotélio vascular, da mesma maneira que a
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vitamina C e a dexmedetomidina, justamente pelos elevados niveis de TNF-alfa que
podem comegar a aparecer em até 6 horas apos a indugao da sepse em ratos, seja

pelo modelo CLP ou pelo modelo induzido com lipopolissacarideos.

Em relagcdo a parte hematologica, é conhecido que a sepse € capaz de gerar
mobilizacdo leucocitaria de forma aguda e abrangente, bem como propiciar
agregacao plaquetaria intravascular, contribuindo para a redugéo dos valores destes
componentes em pacientes acometidos pela sindrome. Tanto os critérios de
definicdo da SIRS, utilizados até 2016, como os critérios de definicdo da sepse,
adotados depois deste ano, envolvem a avaliagdo clinica para a suspeicao da
sepse, mas também a contagem de leucécitos e plaquetas nos pacientes triados
para a doenga (SINGER et al., 2016; RELLO et al., 2017). Estudos conduzidos por
OGURA e colaboradores (2007) e SAKURAI e colaboradores (2017) evidenciaram
processos de trombocitopenia em pacientes sépticos, bem como a mobilizagéo

leucocitaria na fase inicial da sindrome.

Com os resultados obtidos, ndo foi possivel observar diferenca estatisticas na
contagem de plaquetas entre os grupos de controle e os grupos onde a sepse foi
induzida, com ou sem tratamento posterior. Porém, em alguns ratos dos grupos
onde a sepse foi induzida, percebeu-se uma alteracdo nos valores de plaquetas,
podendo sugerir uma mobilizagdo precoce deste componente, resultado da
inflamagéo endotelial, mas ainda sem formar trombos significativos que reduzissem
a contagem global de plaquetas nos animais testados, como sugerido por alguns
autores (ANGUS et al., 2013; SALOMAO et al., 2019).

Em relacdo a hemoglobina, varios autores citaram que os niveis séricos deste
componente celular podem estar elevados em pacientes sépticos, principalmente na
fase inicial da doenca. A deformacédo de eritrocitos causadas pela sepse pode
acarretar hemolise subsequente e, desta forma, liberar mais hemoglobina livre da
célula no plasma circulante. Com a sepse em estagios mais avangados, € comum
observar anemia nos doentes através da continuidade do processo de deformacéao e
hemdlise. Estes niveis de hemoglobina livre da célula potencializam o dano
endotelial, contribuindo para o aumento de mortalidade (JANZ et al., 2015; KUCK et
al., 2018; EFFENBERGER-NEIDNICHT et al., 2018;).
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N6s n&o observamos alteragdo significativa entre os niveis de hemoglobina
nos grupos onde a sepse foi induzida e nos grupos de tratamento, quando
comparados ao grupo de controle e ao grupo sham. Apenas o grupo tratado com
vitamina C ndo apresentou diferengas significativas quando comparado aos grupos 1
e 2 (controle e sham) e isso pode sugerir que a vitamina C, mesmo no curto intervalo
de 24 horas, foi capaz de manter os niveis de hemoglobina mais proximos da faixa
de normalidade, indicando menor deformacgao eritrocitaria e, consequentemente,
menor aumento de permeabilidade endotelial. Isso ocorre pela agao antioxidante da
vitamina C, causando melhor prote¢ao ao endotélio. Este achado corrobora o estudo
de KUCK e colaboradores em 2018, ja associado a outros estudos que endossam a
acao de protecdo ao endotélio proporcionada pela vitamina C (BIELSALSKI et al.,
2007; WU et al., 2008; FREY et al., 2009; HERNANDEZ et al., 2013; MORTENSEN
et al., 2014).

A imunossupressao causada pela sepse € capaz de promover leucopenia
importante nos doentes, embora a mobilizagao leucocitaria também pode aparecer
na forma de aumento do numero de leucdcitos, dependendo do potencial
agravamento da lesdo endotelial. Varios estudos demonstraram que a variagado na
leucometria global, seja a contagem para cima ou para baixo, tem relacdo com o
aumento de mortalidade em pacientes sépticos. Inclusive, a presenca de leucocitose
ou leucopenia caracterizam, juntamente com outros sinais, a inflamacgéo sistémica
endotelial (ANGUS et al., 2012; SINGER et al., 2016; SALOMAO et al., 2019).

Em relagdo a contagem global de leucécitos, diferencgas significativas foram
encontradas entre os grupos de controle (1 e 2) com os grupos 3 e 6 (sepse e sepse
+ eritropoetina, respectivamente). Os animais desses grupos apresentaram uma
importante leucopenia causada pela imunossupressao, indicando que a eritropoetina
nao foi capaz, isoladamente, de modular esta mobilizacdo leucocitaria,
apresentando-se, inclusive em numeros absolutos, ainda pior do que o grupo onde
apenas a sepse foi induzida. Os grupos de tratamento com vitamina C e com a
dexmedetomidina também apresentaram diferengas significativas, quando
comparados aos grupos onde a sepse foi apenas induzida e o grupo onde a
eritropoetina foi aplicada como tratamento. Esses resultados vém de encontro ao
citado por alguns autores como SALOMAO e colaboradores (2019), ANGUS e
colaboradores (2013) e MARSHALL e colaboradores (2003), que relataram a
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mobilizacdo dos receptores endoteliais quando ocorre a identificacdo de um
patdogeno, ativando a cascata de coagulagdo e liberagdo de mediadores
inflamatérios como TNF-alfa e IL-6 e este processo contribui de maneira efetiva
sobre a mobilizacdo de neutrdfilos e proteinas inflamatérias para o espago extra

vascular.

Estes achados suportam a ideia que a vitamina C e a dexmedetomidina tém
potencial elevado na protecdo do endotélio, no que diz respeito a mobilizacdo de
leucécitos, bem como na inibicdo do processo de imunossupressdo, também
descrito por diversos autores (LEVINE et al., 2009; MAY et al., 2013; CAl et al.,
2014; GAO et al., 2017). Outros autores como MARIK (2008 e 2017) e ZHOU (2012)
sugeriram que o uso de hidrocortisona associada a vitamina C e a tiamina seria
capaz de conferir mais prote¢ao ao endotélio e menor extravasamento de conteudo

celular para o intersticio.

Porém, em nosso estudo, a vitamina C aplicada isoladamente, foi capaz de
reduzir a leucopenia, quando comparada ao grupo onde apenas a sepse foi
induzida. A eritropoetina ndo mostrou esta capacidade de reduzir a mobilizagéo
leucocitaria, quando comparada aos grupos de controle e aos grupos tratados com
vitamina C e dexmedetomidina. Este achado pode ser considerado consistente com
outros autores que pesquisaram a EPO em pacientes sépticos. Estes autores
relataram que, em doses mais baixas, o efeito da EPO na resposta inflamatéria &
deletérios aos pacientes sépticos, mas, em doses mais elevadas, seu efeito
aparenta ser de protecdo do endotélio. Porém, no que diz respeito a mobilizagao
leucocitaria, a EPO nao foi capaz de produzir efeitos benéficos nos animais testados
(MORI et al., 2008; AOSHIBA et al., 2009; WU et al, 2010; ATES et al., 2015). Um
estudo feito por EREN e colaboradores em 2012 também demonstrou que a
eritropoetina € capaz de reduzir sensivelmente a contagem de células brancas na

circulagao, concordando com o que foi encontrado em nosso experimento.

Na andlise comparativa dos valores obtidos com as pressdes arteriais
(sistdlica, diastolica e média) e a pressao de pulso, é possivel observar importantes
variagbes em todas as variaveis citadas entre os grupos de controle e o grupo onde
apenas a sepse foi induzida. Conforme relatado por diversos autores, a sepse é
capaz de induzir uma vasodilatagcdo importante nos pacientes acometidos pela

doenga, potencializada pela agdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e do
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oxido nitrico (NO) no endotélio dos pacientes sépticos. Estes eventos seriam
responsaveis pela redugao significativa da presséao arterial, especialmente sistdlica e
meédia, bem como na pressao de pulso, responsavel pela perfusdo dos tecidos mais
distantes (ANGUS et al., 2013; LARSEN et al., 2017; SALOMAO et al., 2019).

Segundo alguns pesquisadores (JACKSON et al., 1998; WU et al., 2002;
MORTENSEN et al., 2014), a vitamina C, quando administrada em doses elevadas,
inibe a expressdo de INOS e, com isso, reduz a inflamagdo do endotélio e,
consequentemente a vasodilatagdo. Isso contribui de forma positiva para a melhora
da perfusdo tecidual e da pressao arterial em pacientes sépticos. NOs nao
percebemos uma sensivel melhora nos valores de pressao arterial e de pressao de
pulso no grupo que recebeu vitamina C apdés a indugdo da sepse, quando

comparado ao grupo onde ndo houve nenhum tratamento.

Observamos que a dexmedetomidina nao foi capaz de apresentar resultados
superiores em relacdo as pressdes arteriais, quando comparada com 0O grupo
séptico sem tratamento. A acdo da dexmedetomidina sé mostrou melhora estatistica
em relagdo ao grupo séptico na avaliagdo da pressao de pulso. Da mesma forma,
quando comparamos os efeitos pressoricos da dexmedetomidina com o grupo
controle, com o grupo da vitamina C e com o grupo da eritropoetina, percebemos
uma redugao significativa dos niveis de presséo arterial. Este resultado contraria
informagdes anteriores, onde alguns autores afirmam que a dexmedetomidina tem
pouco efeito sobre a hemodinamica. Porém estes mesmos autores trabalharam com
a inducado da sepse com ressuscitagdo volémica ou com o uso concomitante com
drogas vasopressoras, o que também pode ter contribuido para um resultado mais
favoravel (MEMIS et al., 2009; ZHANG et al., 2015; GELOEN et al., 2015;
HERNANDEZ et al., 2016). Em nosso experimento, o grupo que recebeu
dexmedetomidina nd&o recebeu nenhum outro tipo de suporte hemodinamico,

podendo entdo explicar estas diferengas.

Em relagcdo a eritropoetina, os valores de pressdes artérias e pressdo de
pulso ndo mostraram diferenga estatistica significativa quando comparados aos
valores dos grupos controle e sham e quando comparado ao grupo com
dexmedetomidina. De outro modo, a eritropoetina apresentou diferencas
significativas quando comparada a dexmedetomidina e ao grupo onde apenas a

sepse foi induzida. Issto comprova o efeito protetor da eritropoetina, que atua
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inibindo os processos de liberacdo de ROS, proteases e citocinas, inibindo o efeito
de hipotensao arterial associada, segundo os estudos de SCHRIER e colaboradores
em 2004, JHOANNES e colaboradores em 2009 e WANG e colaboradores em 2005.
Outro fator importante esta relacionado a dose de eritropoetina administrada aos
pacientes sépticos. Nos optamos por utilizar a dose elevada de eritropoetina (3000
U/KQ) e esta alta concentragdo esta associada as propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdérias da EPO em pacientes sépticos, bem como na redugao das citocinas
inflamatorias, ja demonstrado por AOSHIBA e colaboradores em 2009 e WU e
colaboradores em 2009 e 2010.

A presengca da sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) em
pacientes sépticos ja foi amplamente descrita por varios autores. Mesmo sem se ter
total conhecimento dos processos que levam a formagdo do edema pulmonar em
pacientes sépticos, é sabido que o aumento da permeabilidade dos capilares
pulmonares € uma etapa importante deste processo, contribuindo para a formacéao
do infiltrado pulmonar que, quando em quantidade significativa, € percebido pela
tomografia computadorizada (CHANG et al., 2016; ALYESIL et al., 2017). Ao
utilizarmos a tomografia computadorizada, percebemos a presenga do infiltrado
pulmonar através da tomografia computadorizada, mas também percebida através

da ausculta pulmonar e do padrao respiratério dos animais acometidos.

Em relagdo a presenca de infiltrado pulmonar na avaliagdo das imagens
obtidas com a tomografia computadorizada, nosso estudo percebeu uma significante
diferenga entre os grupos de controle (1 e 2) e o grupo 3, onde apenas a sepse foi
induzida pela CLP. Embora ndo tenha havido diferenga estatistica entre o grupo 3 e
0s grupos de tratamento com vitamina C, dexmedetomidina e eritropoetina (4,5 e 6,
respectivamente), € possivel perceber uma evidente melhora no padrdo inflamatorio

do parénquima pulmonar em todos estes grupos tratados.

O grupo de tratamento que apresentou melhor resultado foi o grupo da
vitamina C. Neste grupo apenas um animal apresentou infiltrado pulmonar
moderado, um outro animal sem presenca de infiltrado pulmonar e os outros 4
animais apresentaram infiltracao leve no parénquima pulmonar. Esta observagao vai
de acordo com varios estudos sobre a atuagédo da vitamina C em pacientes com a
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA). Um estudo de EROL e

colaboradores publicado em 2019 reforgou o efeito de vitaminas antioxidantes sobre
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a SDRA de pacientes sépticos e ndo sépticos. Segundo estes autores, o processo
de liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nestes pacientes foi
significativamente suprimido nos grupos que receberam vitamina C, vitamina E e
acido alfa-lipdico, como antioxidantes. Neste mesmo estudo, outros grupos
receberam altas e baixas doses de metilprednisolona, mas ndo demonstrou
resultados que demonstrassem a eficiéncia dessa droga na terapia da SDRA. Em
contrapartida, MARIK (2018) publicou um estudo onde aplicou o protocolo HAT
(hidrocortisona, vitamina C e tiamina) e mostrou resultados positivos quanto a agao
anti-inflamatéria em pacientes sépticos portadores de SDRA, através da modulagao

endotelial da hidrocortisona e efeitos similares de protegéo relacionados a tiamina.

Alguns relatos de caso sobre a aplicacdo de vitamina C em pacientes
portadores de SDRA causada pela sepse mostraram os efeitos benéficos desta
substancia como adjuvante no tratamento destes doentes (BHARARA et al., 2016;
FOWLER et al., 2017). Um outro estudo de FOWLER e colaboradores, realizado em
2014, ja havia demonstrado a seguranga e os beneficios da utilizagdo da vitamina C
em pacientes sépticos, através da reducdo de biomarcadores inflamatérios como a
proteina C reativa e procalcitonina, em pacientes que recebiam doses acima de 50
mg/kg por via intravenosa. Resultados semelhantes foram encontrados em outros
experimentos envolvendo SDRA e o uso de vitamina C como antioxidante na sepse
(FISCHER et al., 2011; NANCHAL et al., 2018). Em nosso experimento, trabalhamos
com doses elevadas de vitamina C (100 mg/kg) e observamos efeitos semelhantes

na inflamagao pulmonar, quando comparamos com estes autores.

No grupo tratado com dexmedetomidina também foi observada uma melhora
no padrao inflamatério do parénquima pulmonar, mesmo sem haver relevancia
estatistica. Quatro animais tiveram presenca leve de infiltrado pulmonar, enquanto
outros dois mostraram a presenca moderada desta mesma alteragdo. Segundo
estudo publicado por CAl e colaboradores em 2014, a dexmedetomidina € capaz de
modular a resposta inflamatdria, inibindo a apoptose celular, que é responsavel pela
quebra da barreira epitélio-alveolar, liberando os mediadores inflamatoérios durante a
SDRA. Este achado também foi relatado por SUN e colaboradores em 2019, que
demonstraram que a dexmedetomidina foi capaz de produzir um efeito anti
apoptotico e anti-inflamatério sobre as células do epitélio alveolar, através da

inibicdo da ativagdo da caspase e diminuicdo da expressdo da cicloxigenase-2
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(COX-2). GU e colaboradores (2011) e DHAMANI e colaboradores (2005) também

encontraram resultados semelhantes.

Através da avaliacdo de um observador experiente, o grupo que recebeu
aplicacdo de dexmedetomidina apresentou uma vantagem discreta em relagdo ao
grupo onde apenas a sepse foi induzida. Porém utilizamos apenas uma dose de
dexmedetomidina por via intraperitoneal, enquanto muitos destes outros estudos
apontavam doses repetidas de dexmedetomidina e os pacientes eram avaliados em
maior tempo, quando comparado ao nosso experimento onde a avaliacido ocorria

unicamente apds 24 horas de indugao da sepse.

O grupo que recebeu tratamento com eritropoetina (EPO) apresentou 3
animais com infiltrado pulmonar leve, dois animais com infiltrado pulmonar moderado
e um animal com infiltrado pulmonar grave. Mesmo ndo havendo significancia
estatistica, € possivel perceber uma melhora em relagdo ao grupo séptico, embora

mais discreta do que as percebidas nos grupos de vitamina C e dexmedetomidina.

Alguns estudos recentes correlacionaram o uso da EPO em pacientes com
SDRA. Um estudo publicado por KAKAVAS e colaboradores em 2010 mostrou que a
EPO apresenta um efeito protetor sobre o endotélio vascular, bem como possui agao
antiapoptotica e angiogénica em pacientes com SDRA ou lesdo pulmonar aguda
(LPA). Ja é sabido que pacientes sépticos apresentam niveis reduzidos de EPO e
isso ajuda a explicar as alteragcdes endoteliais encontrada nestes doentes (KRANTZ,
1994; ROGIERS et al., 1997; VAN IPEREN et al., 2001). Um estudo de ATES e
colaboradores em 2015 corrobora a importancia da EPO na prevencdo dos danos

celulares, através da inibicdo da produgao de 6xido nitrico.

Nos estudos onde a EPO foi utilizada como parte do tratamento em pacientes
sépticos, a dosagem utilizada teve importante papel no prognostico dos doentes.
Doses baixas como 300 U/Kg n&o foram suficientes para melhorar as funcgdes
organicas de pacientes sépticos. Porém, em doses bem elevadas, que chegam até
5000 U/Kg, tém-se demonstrado resultados superiores tanto na prevencédo das
lesdes endoteliais, como na melhora das fungbes organicas (AOSHIBA et al., 2009;
WU et al., 2010). Um outro estudo conduzido por JUNGEBLUTH e colaboradores
(2015) demonstrou que a EPO, quando aplicada diretamente por via endotraqueal

em doses muito elevadas (30000 U/Kg), em conjunto com células mononucleares
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autologas, foi capaz de melhorar a fungédo respiratoria de pacientes sépticos,
inclusive aqueles que ja se encontravam em oxigenagdo por membrana

extracorpérea (ECMO).

Nossos animais testados receberam doses elevadas de EPO (3000 U/KQ) e
os resultados obtidos apds 24 horas da indugao da sepse foram positivos, no que diz
respeito ao infiltrado pulmonar, embora um dos animais tenha apresentado presenga
de infiltrado pulmonar grave. Este evento pode ter ocorrido por ndo termos optado
por uma dose ainda mais elevada, bem como pelo periodo de avaliacdo escolhido
para aplicagdo neste experimento. Ainda assim, mesmo sem significancia estatistica,
o grupo tratado com EPO apresentou padrao pulmonar melhor do que o grupo onde

apenas a sepse foi induzida.

Ao observarmos os valores obtidos com o exame de ecocardiografia,
percebemos diferenga estatistica entre os valores obtidos com a mensuragao da
camara ventricular esquerda em sistole (CVEs) quando comparamos os grupos de
controle (1 e 2) com o grupo 5, tratado com dexmedetomidina. Também foi
encontrada diferenga estatistica nos valores de tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) quando comparados os grupos 1, 2 e 5 com o grupo 3 (sepse)
e do grupo 2 com o grupo 4 (vitamina C). Os resultados da mensuragao da CVEs
aparentemente tem relacdo com a agado alfa-2 agonista desempenhada pela
dexmedetomidina. A atuagdo da dexmedetomidina sobre os receptores alfa-2
adrenérgicos promove agodes periféricas e centrais. Através dos adrenorreceptores
alfa-2 pré-sinapticos, ocorre a inibicdo da exocitose da noradrenalina, determinando
os efeitos de hipotensao e bradicardia causados por estes receptores (BAGATINI et
al., 2002; VILLELA et al., 2003). Embora a bradicardia n&o tenha se manifestado
significativamente no grupo que recebeu a dexmedetomidina, a modulagdo da
frequéncia cardiaca parece ter sido suficiente para remodelar o tamanho da camara
ventricular esquerda durante a sistole, permitindo maior recepgao de volume neste

compartimento e, consequentemente, aumentando o tamanho da CVEs.

Em relagdo ao TRIV, nosso experimento demonstrou um tempo de
relaxamento menor no grupo 3 em relagdo aos grupos de controle e ao grupo da
dexmedetomidina. Um TRIV menor significa menor relaxamento das cémaras
ventriculares, o que compromete diretamente o movimento diastolico do coragéo.

Varios autores ja citaram a disfuncéo diastdlica como uma das mais evidentes em
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pacientes sépticos, que comumente apresentam disfungdo miocardica causada por
mecanismos ainda nao totalmente conhecidos. Um estudo de POELAERT em 2017
demonstrou a disfuncdo diastolica € consequéncia do relaxamento ventricular
deficiente, bem como da reducdo da complacéncia pulmonar e do recolhimento

ventricular.

Embora a disfungdo diastdlica seja normalmente despercebida em muitos
exames ecocardiograficos em pacientes sépticos, muitos autores comegaram a dar
mais importancia a este paradmetro, sendo inclusive colocado como um dos fatores
de correlagdo com mortalidade em pacientes gravemente enfermos. Alguns estudos
apontam a correlagdo entre a velocidade de pico diastolico anular mitral (conhecida
como onda €’) e a velocidade de influxo mitral precoce (E) como um importante
marcador de disfungdo diastdlica em pacientes sépticos. Uma elevada relagao E/e’
representa uma complacéncia ventricular esquerda baixa, aparecendo em
numerosas condigdes cardiacas (HOCHSTADT et al., 2011; SAINI et al., 2014; LV et
al., 2016; POELAERT, 2017).

No estudo que realizamos, a avaliagdo das ondas de fluxo mitral e pico
diastolico ndo puderam ser observadas em muitos animais, devido a elevada
frequéncia cardiaca dos ratos, especialmente aqueles induzidos a sepse que nao
receberam nenhum tratamento. Dessa forma, a avaliagdo do TRIV serviu como
marcador da fungdo diastolica, mostrando comprometimento do enchimento
ventricular nos pacientes sépticos sem tratamento, o que acaba comprometendo a
oxigenagao e fungao do proprio miocardio. Este dado vai de encontro ao descrito por
NADER e colaboradores em 2015, que demonstraram estas alteragdes em coelhos
submetidos a indugcdo da sepse por lipopolissacarideos, quando administrados em

doses elevadas.

Os outros valores obtidos com a ecocardiografia ndo apresentaram diferengas
estatisticas. Acreditamos que o tempo de avaliagcéo curto, apds a inducéo da sepse,
nao foi suficiente para manifestar a disfuncéo sistdlica de maneira mais evidente,
tanto pela compensagao cardiaca em resposta ao choque como, em parte, pela
acao da cetamina na inducdo anestésica prévia a avaliacdo apdés 24 horas de
inducdo da sepse. Estes eventos sdo explicados pelos achados de NADER e

colaboradores (2015) e por SAINI e colaboradores (2014), que indicaram que na
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fase inicial do choque séptico é possivel ndo se encontrar alteragdes significativas

nas fragdes de encurtamento e fragdes de ejecdo em pacientes sépticos.
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6. CONCLUSAO

Foi possivel concluir que todos os tratamentos foram eficientes em reduzir o
potencial inflamatério causado pela sepse. Porém a vitamina C obteve um
desempenho melhor como agente anti-inflamatério do endotélio vascular, bem como
na acao sobre a hemodinamica e na infiltracdo pulmonar, quando comparada a
dexmedetomidina e a eritropoetina agindo também como moduladores inflamatérios.
Isso sugere que o uso da vitamina C pode ser incorporado ao protocolo inicial de
pacientes sépticos, com potencial vantagem para sua utilizagdo. Outros estudos
devem ser conduzidos no sentido de se aprimorar a dosagem necessaria de cada

substancia para obter o resultado de modulag&o inflamatdria desejada.
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