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RESUMO
A sepse ¢ uma condicdo grave e definida como uma sindrome que ameaga a vida, na qual ocorre
disfungdo de 6rgaos ocasionada pela resposta imune desregulada do hospedeiro frente a uma
infeccdo. A disfun¢do cardiovascular ¢ a principal disfungdo decorrente da sepse e o 0xido
nitrico (NO) tem papel relevante nela. Apesar da sepse e sua fisiopatologia serem temas
amplamente abordados na literatura, ainda ndo ha uma terapia especifica disponivel. Faz-se
entdo urgente a busca pelo entendimento integral da sua fisiopatologia, bem como por novos
alvos terapéuticos. Um aspecto ainda pouco conhecido se refere as causas da disfuncao
cardiaca. Os discos intercalares, estruturas que conectam os miocitos, tem papel fundamental
na transmissao elétrica e idnica cardiaca e permite que o coragdo funcione como um sincicio.
O presente estudo busca averiguar o envolvimento dos discos intercalares e do NO na disfungao
cardiaca da sepse. Utilizou-se o modelo de cirurgia de ligadura e perfuraciao do ceco (CLP) para
a indugdo da sepse em ratos fémeas. Coracao e sangue foram coletados em 6, 12 ¢ 24 horas
apos a cirurgia. O tecido cardiaco foi coletado para ensaios de imunomarcagdo para a proteina
N-caderina, importante elemento estrutural dos discos intercalares e para averiguacao dos niveis
de S-nitrosila¢do. No sangue foram feitas dosagens de marcadores de danos de 6rgados e niveis
de nitrito+nitrato. A imunomarcagao para N-caderina ja foi vista 6 horas apos a sepse, mas
atingiu 0 maximo 12 horas, mostrando uma tendéncia de retorno ao normal 24 horas apos a
cirurgia. A marcagdo da S-nitrosilagdo aumentou nos coragdes sépticos, com maximo em 12
horas. Para avaliar diretamente o papel do NO na desestruturacdo da marcagdo da N-caderina
animais normais (ndo-sépticos) foram tratados com um doador de NO, o S-nitroso-N-
acetilpenicilamina (SNAP) e o coragdo foi coletado 6 horas apds. Adicionalmente, para avaliar
o potencial resgate da morfologia dos discos intercalares, outro grupo de animais normais foram
tratados com o agente desnitrosilante, 5,5-ditio-bis-(2-4cido nitrobenzoico; (DTNB) 3 horas
apos a administragdo de SNAP. O tratamento com SNAP desestruturou a imunomarcagdo para
N-caderina dilatando a estrutura dos discos intercalares. O tratamento com DTNB reverteu
parcialmente o efeito do SNAP. Como conclusao, nossos resultados sugerem que o papel da N-
caderina nos mecanismos que envolvem a fisiopatologia da sepse parece ser precoce € mais
correlacionado com a morbidade do que com a mortalidade desta sindrome. O fato de a sepse
alterar a imunomarcacgao de N-caderina e este efeito ser reproduzido em animais tratados com
um doador de NO permite a especulacdo de que esta desestruturacao dos discos seja elemento
importante para a disfunc¢ao cardiaca e torna os discos alvos interessantes para eventuais novas

abordagens para a sepse.
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ABSTRACT
Sepsis is a serious condition, defined as a life-threatening syndrome, in which organ
dysfunction occurs due to the host dysregulated immune response to an infection.
Cardiovascular dysfunction is the main dysfunction resulting from sepsis and nitric oxide (NO)
has a relevant role in it. Although sepsis and its pathophysiology are widely studied in the
literature, there is still no specific therapy available. It is therefore urgent to seek a better
understanding of its pathophysiology, as well as new therapeutic targets. A relatively unknown
aspect refers to the mechanism of cardiac dysfunction. Intercalated discs, structures that connect
the myocytes, play a fundamental role in cardiac electrical and ionic transmission to allow the
heart to function as a syncytium. The present study seeks to investigate the involvement of
intercalated discs and nitric oxide (NO) in cardiac dysfunction in sepsis. The cecum ligation
and perforation (CLP) model was used to induce sepsis in female rats. Heart and blood were
collected at 6, 12 and 24 hours after surgery. Cardiac tissue was collected for immunostaining
assay for the protein N-cadherin, an important structural element of the intercalated discs and
for the investigation of S-nitrosylation levels. In the blood, organ damage markers and nitrite +
nitrate levels were measured. Immunostaining for N-cadherin was already seen 6 hours after
sepsis, but reached a maximum of 12 hours, showing a tendency to return to normal 24 hours
after surgery. S-nitrosylation marked increased in septic hearts, with a maximum of 12 hours.
To directly assess the role of NO in the disruption of N-cadherin labeling, normal (non-septic)
animals were treated with a NO donor, S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP) and the heart
was collected 6 hours later. In addition, to assess the potential rescue of the intercalated disc
morphology, another group of normal animals was treated with the denitrosylating agent, 5,5-
dithio-bis- (2-nitrobenzoic acid; DTNB) 3 hours after SNAP administration. Treatment with
SNAP disrupted the immunostaining for N-cadherin by dilating the structure of the intercalated
discs, and treatment with DTNB partially reversed the effect of SNAP. In conclusion, our
results suggest that the role of N-cadherin in the mechanisms involving the pathophysiology of
sepsis seems to be early and more correlated with morbidity than with the mortality of this
syndrome. The fact that sepsis alters the immunostaining of N-cadherin and this effect is
reproduced in animals treated with a NO donor allows to suggest that disruption of intercalated
discs is an important element for cardiac dysfunction and makes the discs interesting targets for

possible new approaches to sepsis.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO DAS INFECCOES

Desde os primordios da humanidade as doengas infecciosas acompanham a vida do
homem na terra, sendo consideradas uma das principais causas de morte. Diversas
personalidades histéricas faleceram em decorréncia de infec¢des, como René Descartes e
Friederich Nietzsche, que faleceram de pneumonia; Dom Pedro I e Emily Bronté, os quais
faleceram de tuberculose e Ignaz Semmelweis, que teve como causa de morte a sepse.

Hipdcerates definiu doenga como o desequilibrio dos humores do corpo, sangue, bile
amarela e negra e escarro. Hieronymus Fracastorius, no século XVI, propds que as doencas
seriam causadas por pequenos elementos capazes de se replicar e multiplicar. Para Fracastorius,
a transmissao das doencas poderia ocorrer por contato direto com os pequenos elementos; por
contato indireto, por meio de fomites ou serem transmitidas a distancia, através do ar. Anos
mais tarde, Anton van Leeuwenhoek contribuiu com observagdo direta de micro-organismos
através das lentes de um microscopio e da descricao dos elementos vistos nele, os “animaculos”,
os quais correspondem aos formatos de coco, bacilos e espiroquetas das bactérias conhecidas
atualmente. Juntamente com o trabalho de outros estudiosos da época, a teoria postulada por
Fracastorius e as descobertas de Leeuwenhoek serviram de base para a criagdo de uma teoria
revolucionaria na historia da ciéncia, conhecida como a teoria dos germes (revisado em FUNK
et al., 2009).

Apesar de tantas descobertas acerca dos micro-organismos, somente no século XIX ¢
que medidas de higiene passaram a ser consideradas de fato importantes para a reducao no
numero de mortes por infecgdes. Ignaz Semmelweis, em 1841, percebeu que lavar as maos
antes de realizar partos reduzia a morte das parturientes, embora ndo soubesse o que eram 0s
agentes causadores da mortalidade. Alguns anos depois, Joseph Lister, um médico inglés,
percebeu que as infeccdes poderiam ser transmitidas através de feridas abertas na pele.
Simultaneamente as descobertas de Lister, Louis Pasteur descobriu que o processo de
putrefacdo requer a presenca de organismos vivos, sepultando, de fato, a teoria da geragdo
espontanea de Aristoteles (revisado em FUNK et al., 2009).

A investigacao cientifica passou seu enfoque para a descoberta de substancias capazes
de eliminar os micro-organismos quando Paul Erhlich fez essa sugestao pela primeira vez, apds
iniciar seu trabalho sobre a identificagdo das bactérias. Alexander Fleming (1929) publicou a

descoberta de uma substancia antibacteriana obtida através do fungo Penicillium notatum, a
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penicilina, conhecida como o primeiro antibiético a ser utilizado em larga escala. Na inten¢ao
de conhecer mais sobre o mecanismo envolvido no aparecimento das doencas infecciosas,
Richard Pfeiffer, um médico alemao, desvendou uma substancia toxica presente nas paredes
celulares das bactérias. Essa substancia foi nomeada como endotoxina e foi considerada a
responsavel pelos efeitos toxicos das bactérias durante o processo infeccioso (revisado em

FUNK et al., 2009).

1.2 DEFINICOES

Dentro do panorama das doengas infecciosas, a sepse aparece como uma das principais
doengas infecciosas causadoras de morte. O termo sepse se refere a “decomposi¢do da matéria
animal, vegetal ou orginica em presenca de bactérias” (GEROULANOS e DOUKA, 2006).
Atualmente sepse ¢ definida como um conjunto de manifestacdes sistémicas causadas pela
resposta desregulada do hospedeiro a uma infecgdo, que culminam na disfun¢do de 6rgaos, que
pode ocasionar a morte (SINGER et al., 2016).

No decorrer dos anos, o termo sepse foi redefinido diversas vezes na tentativa de
padronizar o tratamento dos pacientes com essa condigdo. A primeira tentativa de padronizagao
ocorreu em 1991, quando estudiosos da area se reuniram em uma conferéncia realizada pelo
American College of Chest Physicians e pela Society of Critical Care Medicine. Nessa
conferéncia foi definido o termo Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica — SIRS, resposta
inflamatoria desregulada sistémica, a qual pode ocorrer devido a diversos insultos, como
queimadura, traumas e pancreatite. Os sintomas clinicos desse quadro incluem: hipo ou
hipertermia; taquicardia (> 90 bpm); frequéncia respiratoria maior do que 20 movimentos por
minuto (taquipneia); contagem de leucocitos acima de 12.000/mm3 ou abaixo de 4.000/mm3
ou entdo porcentagem de neutrofilos imaturos maior do que 10%. Para casos em que
juntamente da SIRS ha uma infec¢dao confirmada, cunhou-se o termo sepse. Quando a sepse
progredia para um quadro de disfuncdo organica, denominava-se sepse grave e quando a
hipotensdo caracteristica da sepse persistia frente a reposicdo de fluidos e o uso de
vasoconstritores, padronizou-se o termo choque séptico (BONE et al., 1992).

Entretanto, apesar dos esfor¢os para a padronizagdo dos termos relacionados a sepse,
o diagndstico dos sinais e sintomas ainda era e continua sendo um desafio na clinica. Vincent e
colaboradores (1996) propuseram um sistema de reconhecimento dos sinais e sintomas de

pacientes para auxiliar a identificagdo da disfun¢do de 6rgdos pelos profissionais de saude.
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Assim, foi criado o Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA). O SOFA ¢ um score que
avalia o grau de disfun¢do de 6rgdos nos pacientes. Os critérios possibilitam avaliar a disfung¢ao
de seis oOrgaos ou sistemas-chave, dentre os quais estdo: o sistema respiratorio, sistema
cardiovascular, sistema nervoso central, o sistema renal, o sistema hepatico e o sistema da
coagula¢do. Quando desenvolvido pela primeira vez, a intengdo do SOFA ndo era predizer os
desfechos, nem reduzir a chance de mortalidade, mas sim descrever as complicacdes causadas
por doengas graves como a sepse. Por ser um sistema pratico, objetivo e simples, seu uso se
difundiu mundialmente e permitiu que estudos fossem realizados a partir deste, podendo
confirmar que um score SOFA acima de 2 esta relacionado a um risco de 10% de mortalidade
(SHANKAR-HARI et al., 2016).

Em 2001, uma nova reunido foi organizada para atualizar o consenso, a qual ficou
conhecida como Sepsis-2. O objetivo final ndo foi alterar as defini¢des de cada critério e sim,
enriquecer o detalhamento sobre os sinais e sintomas de cada um dos termos (LEVY et al.,
2003). Quinze anos depois, em 2016, fez-se necessario uma reavaliacdo dos termos cunhados
no consenso passado e assim foi criado o Sepsis-3, ou terceiro consenso internacional de
defini¢des para sepse e choque séptico. Diferentemente do Sepsis-2, a iltima reunido modificou
substancialmente as defini¢cdes, passando a empregar apenas dois termos: sepse € choque
séptico (Tabela 1). O argumento utilizado para a as modificacdes realizadas foi que as
defini¢des dos consensos anteriores focam excessivamente na inflamac¢do, com o conceito de
SIRS, o que prejudicava a especificidade e sensibilidade dos critérios, gerando discrepancias
na hora de comparar dados de incidéncia e mortalidade. Juntamente com as modificagdes nas
terminologias, excluiu-se o termo sepse grave, uma vez que todo quadro de sepse ¢ bastante

severo, tornando a expressao redundante (SINGER et al., 2016).

Tabela 1: Novos termos e defini¢des da sepse.

Termo Definicao

Sepse Condig@o que ameaga a vida, onde ha disfun¢@o de orgdos causada pela

resposta imune desregulada do hospedeiro frente a uma infecgao.

Choque séptico | Quadro de sepse acrescido de:
- Hipotensdo persistente a qual requer uso de vasopressores ¢ reposi¢ao
fluidica para manter a pressdo arterial média acima de 65 mmHg

- Niveis séricos de lactato acima de 2 mmol/L

Fonte: Adaptado de Singer et al., 2016.
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Foi criado durante o Sepsis-3, uma varia¢ao do score SOFA, com o objetivo de acelerar
o processo de identificacdo de pacientes sépticos. O quick-SOFA (qSOFA), avalia apenas trés
parametros: frequéncia respiratoria igual ou maior que 22 movimentos por minuto, alteragao do

estado de consciéncia e pressao arterial sistolica maior que 100 mmHg (SINGER et al., 2016).

1.3 EPIDEMIOLOGIA

Ao longo das ultimas décadas alguns programas foram criados para conscientizar a
populagdo e principalmente os profissionais de satude sobre a importancia da sepse. Estudiosos
das areas basicas e clinicas com expertise em sepse se reuniram no intuito de estabelecer
definig¢des e critérios clinicos para auxiliar profissionais da saude no combate a sepse. Exemplos
de reunides desse tipo sdo os primeiro, segundo e terceiro consensos de sepse (Sepsis-1,2,3), a
campanha de combate a sepse (Surviving Sepsis Campaign) e o Instituto Latino Americano de
Sepse (ILAS). Os documentos produzidos por essas entidades passaram a ser referéncia
mundial para o tratamento da sepse. Um estudo de 2019 mostrou que a ndo-adesdo aos
protocolos de tratamento feitos para o combate e tratamento da sepse levou ao aumento da
mortalidade e que a adesdo completa dos protocolos de tratamento reduziu esses indices
(LINDBERG et al. 2019).

A sepse € considerada um problema de satde publica de elevada relevancia no cendrio
mundial. Fleischmann e colaboradores (2016) estimam que a incidéncia esperada de sepse no
mundo inteiro a cada ano seja em torno de mais de 30 milhdes de pacientes e que a sepse
contribua com 5,3 milhdes de mortes por ano no mundo. Nos Estados Unidos, a sepse acomete
1,7 milhdes de adultos por ano e um a cada trés pacientes que morrem hospitalizados tem sepse
(RHEE et al., 2017). Pacientes sépticos necessitam frequentemente de suporte intensivo e
monitorizagdo continua do seu estado de saude, dados coletados das UTI de todo o mundo
constatam que a mortalidade de pacientes sépticos ¢ maior do que a mortalidade de ndo sépticos
€ que pacientes com sepse permanecem por mais tempo internados nas UTI (SAKR et al.,
2019). No Brasil, paciente sépticos ocupam cerca de 30% dos leitos de Unidades de Terapia
Intensiva (UTI). Com base nesse dado, estima-se que a incidéncia da sepse no Brasil seja de
36,3 casos a cada 1000 pacientes por dia e que mais de 200 mil mortes por ano no Brasil tenham
como causa a sepse, o que representa uma mortalidade de aproximadamente 50% (MACHADO

etal., 2017).
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Os elevados indices de mortalidades decorrentes da sepse se dao em virtude do quadro
de disfun¢do organica que se instaura nessa patologia. Cerca de 62% dos pacientes sépticos
desenvolvem faléncia de 6rgaos nas primeiras 24 h apos o inicio da sepse e 86,1% apds 48 h
(YENDE et al., 2019). A disfungdo de 6rgaos esta intimamente relacionada as elevadas taxas
de mortalidade. Martin e colaboradores (2003) mostraram que em 70% das mortes, pacientes
sépticos apresentavam faléncia de 6rgaos.

Desde os anos 2000, dentro e fora do Brasil, estudos mostram o trato respiratério como
o principal sitio de infec¢do para o inicio da sepse (MARTIN et al., 2003; SILVA et al., 2004,
SALES JR et al., 2006; SOGAYAR et al., 2008; VINCENT et al., 2009; SAKR et al., 2019 e
YENDE et al., 2019). E possivel encontrar também na literatura as infecgdes do trato urinario
com maior incidéncia, muito embora as infecgdes pulmonares ainda sejam as maiores
responsaveis pelas altas taxas de faléncia e mortalidade (MARTIN et al., 2003; SOGAYAR et
al., 2008 e HATFIELD et al., 2018).

Vincent e colaboradores (2009) descreveram os principais micro-organismos
causadores da sepse como sendo Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus
representando as bactérias Gram positivas e Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
representando as bactérias Gram negativas. Na sepse fungica, as espécies mais encontradas sao
do género Candida (2009). Avaliando dados globais, Sakr e colaboradores (2019) mostram que
dois tergos dos micro-organismos isolados dos pacientes sépticos sdo bactérias sendo metade
Gram negativas e a outra metade Gram positivas. Além disso, esse estudo mostra que em mais
de 50% dos casos de sepse € possivel isolar mais de um micro-organismo. Os micro-organismos
encontrados com maior frequéncia na América do Norte e Oriente médio sdao Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (SARM), Klebsiella spp ¢ encontrada mais frequentemente no
continente africano, leste europeu e na América do Sul, enquanto Pseudomonas spp. aparece
também nos isolados de pacientes da América do Sul e do leste europeu.

Alguns dados acerca da sepse sdo similares em todo o mundo, por exemplo, a idade
média dos pacientes, cerca de 60 anos, bem como o tempo de internacao, aproximadamente 10
dias. (SALES JR et al., 2006; RHEE et al., 2017; HATFIELD et al., 2018 ¢ YENDE et al.,
2019). Além disso, observa-se também semelhanca nos dados em relagdo ao sexo mais
acometido por essa patologia, a maior incidéncia acontece no sexo masculino, logo, parecem
ter mais chance de ter a doenga, bem como representam a maior parte das mortes (ANGUS et
al., 2001; MARTIN et al., 2003; SALES JR et al., 2006; LAGU et al., 2012; KOFTIS et al.,
2019).
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As elevadas taxas de incidéncia e mortalidade juntamente com a falta de uma terapia
especifica culminam em grandes montantes de recursos destinados ao tratamento de pacientes
sépticos. Em 2001, Angus e colaboradores, mostraram que pacientes sépticos advindos de
centros cirargicos e UTI dos Estados Unidos sdo mais dispendiosos e permanecem mais tempo
hospitalizados. Um estudo realizado entre os anos de 2003 ¢ 2007, revelou que os gastos com
pacientes sépticos nos Estados Unidos aumentaram 57%, o que parece estar associado a
diminui¢do da mortalidade durante esses anos € em um aumento dos pacientes em cuidados
paliativos pos-sepse (LAGU et al., 2012). Em uma coorte prospectiva, Sogayar e colaboradores
(2008) calcularam que os gastos médios com pacientes sépticos no Brasil sdo em torno de 9 mil

dolares, valor que aumenta conforme as disfungdes orgéanicas aparecem.

1.4 FISIOPATOLOGIA
A sepse ¢ uma condicdo que nem sempre ¢ diagnosticada facilmente. A agilidade na
detec¢do da doenca ¢ determinante para evitar o risco de morte, por isso o reconhecimento

inicial dos sinais e sintomas descritos no quadro 1 ¢ tdo importante.

Quadro 1: Sinais e sintomas da sepse (infec¢ao suspeita ou documentada).

Sinais gerais Inflamacgdo Hemodindmicas Disfuncéo orgénica
Hipotensao arterial

Febre (>38°C) Leucocitose (PAS <90 mmHg; PAM < Hipoxia
70 mmHg)

Aumento do indice
Hipotermia (< 36°C) Leucopenia cardiaco (>3,5 L/min/m? Oliguria
de area corporal)

Presenga de formas

Frequéncia cardiaca Aumento dos niveis de
imaturas de leucocitos o
elevada (>90 bpm) creatinina
(>10%)
o Disturbios de
Taquipneia
coagulagdo
Alteracdes de . .
o Trombocitopenia
consciéncia mental
Edema Hiperbilirrubinemia
Hiperglicemia (na Hiperlactatemia

auséncia de diabetes)

Adaptado de: Angus & van der Poll, 2013.
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Os mecanismos da patogénese da sepse derivam de um didlogo complexo entre
mediadores inflamatorios liberados como resultado da infecgdo e as alteragdes hemodinamicas
provenientes do processo inflamatorio exacerbado.

A infecgdo € o ponto de partida para a sepse acontecer, muito embora nem sempre seja
necessaria a cultura positiva para a confirmagao da sepse. Antigenos como o acido teicoico, nas
bactérias Gram positivas, o lipopolissacarideo (LPS) nas bactérias Gram negativas sao 0s
responsaveis por iniciar o processo inflamatorio. A interagdo dessas moléculas com receptores
da familia de receptores TRL, do inglés Toll-like receptors, leva ao recrutamento de uma
cascata de proteinas acessorias, que culmina na transcrigdo de genes pro-inflamatorios induzida
por NF-kB (KAWAZAKI E KAWALI, 2014).

O panorama inflamatorio da sepse conta com a liberagdo de mediadores e ativagao de
citocinas pro-inflamatorias, que promovem o recrutamento de células do sistema imune, bem
como a ativagdo de plaquetas, das células endoteliais, do sistema complemento e produgdo de
eicosanoides, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

Conjuntamente, os eventos inflamatdrios suscitam a disfun¢@o endotelial. As células
endoteliais sdo capazes de detectar e responder a variagdes metabodlicas e fisicas,
desempenhando assim um papel fundamental na manutencao da funcionalidade hemodindmica
(AIRD, 2004). Na sepse, as células endoteliais perdem a sua capacidade auto-regulatoria. A
perda da fungdo de barreira do endotélio, desencadeia aumento da permeabilidade vascular e
consequentes edema e infiltragdo inflamatéria, gerando prejuizos macro e
microhemodinamicos (revisado em ASSREUY, 2006).

Além dos mecanismos imunoldgicos, as alteragdes hemodinamicas também sao um
ponto chave na patologia da sepse, ja que elas permitem dividir a sepse em duas fases, uma fase
inicial, marcada pela baixa resisténcia vascular periférica, acrescida de débito cardiaco
aumentado e normotensdo, ¢ uma fase tardia, caracterizada pelo prejuizo da performance
cardiaca com diminuicao do débito cardiaco e da resisténcia vascular periférica, provocando
assim hipovolemia e a hipotensao, tipica do quadro de sepse (GAHHOS et al., 1981).

A fisiopatologia dos eventos hemodindmicos da sepse acontece de forma
interconectada. A redugdo da resisténcia vascular periférica ¢ causada pela perda do tonus
vasomotor, que desencadeia as alteracdes na pressdo arterial, as quais por sua vez desregulam
a distribuicdo do débito cardiaco. Em conjunto, esses eventos provocam disturbios
microcirculatorios, os quais levam a heterogeneidade na distribui¢do do fluxo sanguineo e

acarretam o transporte inadequado de oxigénio para os tecidos. A mé perfusao tecidual desloca



22

o metabolismo para a produgdo anaerdbica de energia, aumentando os niveis plasmaticos de
lactato (CARABALLO et al., 2019).

A ma perfusao tecidual ¢ o gatilho para a disfun¢do dos 6rgaos. A faléncia organica ¢
a principal complicacdo causada pela sepse, e, associada a falta de uma terapia especifica,
culmina nos altos niveis de mortalidade e morbidade dessa patologia.

O tratamento da sepse, embora nao especifico, consiste na administracdo de
antimicrobianos para controle da infe¢do, bem como no uso de vasopressores para reestabelecer
a pressao sanguinea e para tratar a depressao miocardica, podendo ser administrados agentes
inotropicos e catecolaminas. Além disso, a estratégia clinica utilizada para restaurar o volume
intravascular, reduzido pelo quadro de hipovolemia, ¢ realizar a reposicao fluidica adequada.
Em 1967, em screening de 56 pacientes sépticos, MacLean e colaboradores perceberam que o
tratamento com vasopressores, agente inotropicos e reposicao de fluidos aumentava o débito
cardiaco, restaurava a pressao arterial e reduzia a pressdo venosa central, assim como os niveis
de lactato. No entanto, pacientes em choque séptico respondem de forma reduzida a essas

terapias convencionais, o que se afigura como um desafio na clinica.

1.5 SEPSE E OXIDO NITRICO

Devido a complexidade das interagdes entre mediadores e as respostas hemodinamicas
da sepse, muitos pesquisadores interessados na area se esforcaram ao longo dos anos para
preencher a literatura cientifica com informagdes sobre o tema.

Paralelamente as elucidacdes sobre a sepse, alguns mediadores fundamentais para a
ciéncia foram descobertos. Em 1980, Furchgott e Zawadski questionaram o porqué da perda do
efeito vasodilatador da acetilcolina sobre preparagdes ex vivo. A descoberta de um fator
derivado do endotélio capaz de desencadear a vasodilatagio mediante a um estimulo com
acetilcolina, revolucionou a historia da ciéncia. Anos mais tarde, as descobertas do fator
derivado do endotélio e a identificacdo dessa molécula como o 6xido nitrico (NO; Palmer et al.,
1987) renderam o Prémio Nobel a trés pesquisadores americanos.

O NO ¢ uma molécula gasosa de meia-vida curta, com baixo peso molecular, mas que
desempenha diversas e importantes fungdes no organismo, como a modulagao do tonus vascular
(MONCADA et al., 1991). E produzido a partir do aminoacido L-arginina sob a agdo das
enzimas 0xido nitrico sintase (NOS). No estado basal, a liberacdo de NO ocorre em pequenas

quantidades e por pequenos intervalos e sua producdo se deve a acdo das isoformas NOSI1 e
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NOS3, as quais sdo constitutivas. A isoforma NOS2 tem sua transcri¢ao induzida pelo processo
inflamatério e em relagdo as isoformas constitutivas produz maior quantidade de NO por um
periodo mais prolongado (FOSTERMANN et al., 1991).

Considerando que a sepse ¢ caracterizada como uma resposta inflamatdria exacerbada
frente & um agente infeccioso, € esperado que os niveis de NO estejam desbalanceados nessa
patologia. Na década de 90, surgiram na literatura trabalhos que correlacionavam, tanto em
humanos quanto em animais, niveis aumentados de nitrato e nitrito - metabdlitos do NO mais
estaveis que ele para serem dosados laboratorialmente - durante a sepse (OCHOA et al., 1991;
ANDO et al., 1998). Assim, a correlagdao entre NO e sepse surgiu na literatura (FLEMING et
al., 1991; SZABO et al.,1993) e foi consolidada com o passar dos anos (revisado em
THIEMERMANN, 1997; PARRAT, 1998; FERNANDES e ASSREUY, 2008). A abundancia
de NO durante o quadro de sepse desencadeia a acdo de diversos outros mecanismos. Os
principais alvos do NO sdo enzimas com grupamento heme com destaque para a guanilato
ciclase soluvel, grupamentos tidis presentes em cisteinas € uma espécie reativa de oxigénio em
particular, o anion superoxido. A ativacdo da guanilato ciclase soluvel (GCs), que leva ao
aumento de GMP ciclico ¢ considerada o principal mecanismo para os efeitos fisioldgicos do
NO. O aumento de GMP ciclico promovido pela ativagdo da GCs permite relaxamento das
células musculares lisas, mecanismo primordial para a ocorréncia da vasodilatagdo (revisado
em ASSREUY et al., 2006). O tratamento com azul de metileno, um inibidor da GCs, se
mostrou benéfico nos estdgios tardios da sepse experimental, bem como na endotoxemia
(FERNANDES et al., 2005; FERNANDES et al., 2008)

Outra importante agdo do NO ¢ a ativacdo de canais de potéassio. A alteracdo da
permeabilidade das membranas a ions ¢ determinante para que o potencial de acdo ocorra nas
células. A ativagdo de canais de potassio promove a hiperpolarizagdo da célula e o bloqueio
desses canais leva a despolarizacdo. As mudancgas no potencial de agdo celular desencadeiam a
abertura e o fechamento de canais de calcio, um ion intimamente ligado ao processo de
contragdo muscular. A ativagdo dos canais de potéassio pelo NO, hiperpolariza o miocito
vascular, impedindo a abertura de canais de célcio e consequente influxo deste ion,
prejudicando a contragdo muscular (revisado em ASSREUY et al., 2006).

Tidis sdo compostos que contém residuos de enxofre em sua estrutura molecular. A
glutationa e proteinas que possuem residuos de cisteina sdo considerados tiodis. Conforme citado
anteriormente, o NO e seus derivados tém alta afinidade por grupamentos ti6is, formando S-

nitrosotidis. A nitrosilacdo ¢ uma modificacdo pods-translacional que pode comprometer a
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estrutura de diversas proteinas, bem como prejudicar suas fungdes. A nitrosilagdo ¢ um processo
fisiologico e reversivel, porém na sepse, com o desbalanco da producao de NO, a nitrosilagdo
também esta desregulada contribuindo assim para a faléncia organica (BENEDET et al., 2017).
As alteragdes nos niveis de NO sdo capazes de prejudicar principalmente o sistema
cardiovascular, levando a vasodilatagdo excessiva, hiporreatividade vascular e ma perfusio dos

tecidos durante a sepse (FERNANDES e ASSREUY, 2008).

1.6 DISFUNCAO CARDIACA NA SEPSE

O sistema cardiovascular ¢ o principal sistema envolvido na fisiopatologia da sepse,
uma vez que as disfun¢des hemodinamicas e cardiacas se constituem como importantes
causadoras da faléncia de multiplos 6rgdos.

As causas da disfungdo cardiaca sao multifatoriais, muito embora o componente
fisioldgico seja mais proeminentemente afetado do que o componente anatomico. As multiplas
agressoes tanto em nivel celular, quanto em nivel funcional, contribuem para as consequéncias
sistémicas dessa disfuncao.

A disfungdo cardiaca da sepse ocorre durante a fase hiperdinamica, onde o débito
cardiaco esta aumentado e a resisténcia vascular periférica diminuida. Com o passar do tempo
esta sobrecarga cardiaca desencadeia diminuigdo da contratilidade, da complacéncia do coragdo
e reducdo da frag¢do de ejecdao, com consequente aumento do volume diastélico final. O aumento
do volume diastolico final favorece a dilatacdo ventricular, seja ela direita ou esquerda,
colaborando para o desenvolvimento da faléncia cardiaca (SANFILIPPO et al., 2015; revisado
em HOCHSTADT et al., 2011; ZIESMANN e MARSHALL, 2018).

Pacientes que apresentam reducdo da fragdo de ejeg¢do juntamente com o aumento do
volume diastdlico final usualmente sobrevivem a sepse, enquanto os ndo-sobreviventes mantém
os volumes cardiacos preservados. As alteragdes observadas para estes parametros cardiacos
nos pacientes sobreviventes sao reversiveis apos aproximadamente dez dias. Essas informacdes
sugerem que a dilatagdo transitoria dos ventriculos possa ser um mecanismo compensatorio
para proteger o coracdo dos danos causados pela sepse (PARKER et al., 1984, revisado em
HOCHSTADT et al., 2011; KAKIHANA et al., 2016).

Marcadores de faléncia cardiaca e depressdo miocardica sdo uteis na clinica, tanto para
avaliar o curso da sepse, quanto para realizar o progndstico dos pacientes. O dano causado as

células cardiacas pode provocar a liberagdo de proteinas estruturais dos cardiomidcitos, como



25

as troponinas. As troponinas T e I s3o biomarcadores de faléncia cardiaca. Além disso, desde o
inicio do estudo da disfung¢ao cardiaca associada a sepse, j se sabe que o aumento da frequéncia
cardiaca comumente esta associado a um pior prognostico (PARKER et al., 1984)

Intracelularmente, a depressao miocardica esta relacionada ao processo inflamatorio
decorrente da sepse, que aumenta os niveis de citocinas como TNF-q, IL-1B e IL-6. Estas
citocinas por sua vez suprimem a atividade contratil dos cardiomiocitos e induzem a NOS do
miocardio a produzir NO. O excesso de NO nesse tecido desencadeia a vasodilatagdo, a resposta
inflamatéria aumenta a liberagao de espécies reativas de oxigénio (ROS), altera a afinidade das
miofibrilas ao calcio, bem como modifica a sinalizagdo B-adrenérgica (revisado em ZANOTTI-
CAVAZZONI e HOLLENBERG, 2009; DALTON e SHAHUL, 2018).

A disfun¢do mitocondrial esta associada ao aumento de NO e ROS. Essas substancias
sdo capazes de reduzir a atividade da cadeia transportadora de elétrons, inibindo a fosforilagao
oxidativa e consequentemente alteram os niveis de adenosina trifosfato (ATP). A redugdo do
aporte energético nos cardiomiocitos contribui com a reducdo da oxigenacdo destes,
propiciando o aparecimento dos sinais e sintomas funcionais da disfun¢do cardiaca. Nesse
sentido, em pacientes sobreviventes a depressdo miocardica pode ser considerada um
mecanismo de tentativa de diminui¢do do gasto energético devido a disfungdo mitocondrial,
situagdo em que o aporte de ATP estd reduzido (revisado em RUDIGER e SINGER, 2007;
ZANOTTI-CAVAZZONI e HOLLENBERG, 2009).

1.7 FISIOLOGIA CARDIACA E DISCOS INTERCALARES

Entre os séculos 15 e 17, os trabalhos desenvolvidos por dois estudiosos se destacaram
no conhecimento da anatomia e fisiologia cardiovascular. O primeiro deles, Leonardo da Vinci
(1452-1519) dissecou diversos cadaveres, o que permitiu a ele desenhar e descrever
caracteristicas do coragdo como: i) a presenca de quatro camaras cardiacas, ii) a maior
capacidade de distens@o e complacéncia dos atrios em relagdo aos ventriculos, iii) o inicio da
percepgao do ciclo cardiaco com abertura das valvas, contracao dos ventriculos, iv) a existéncia
de fibras cardiacas em diferentes direcdes e v) a correlagdo da chegada e saida do sague do
coragdo com o calibre dos vasos (SHOJA et al., 2013). William Harvey (1578-1657), anos mais
tarde mostrou que o sangue se move em um ciclo continuo, circulando pelo corpo e retornando
ao coracao (RIBATTI, 2009).

Sendo o bombeamento uma caracteristica fundamental do tecido cardiaco, é necessario

que a estrutura tecidual desse 6rgdo seja especializada para desenvolver tais fungdes. Portanto,
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0 coracdo ¢ um Orgdo composto por musculatura cardiaca estriada, a qual tem como
caracteristicas a estimulagcdo involuntaria, via sistema autondmico, a promo¢ao da contragao
vigorosa, continua e ritmica (NABEEBACCUS E SHAH, 2018).

As células que compdem a musculatura cardiaca sdo chamadas de cardiomiocitos. Sdo
células alongadas, com um ou dois nucleos centrais, ramificadas e organizadas em feixes
multidirecionais. Em seu citoplasma ¢ possivel observar estrias transversais, onde se localizam
estruturas denominadas sarcomeros, responsaveis pela atividade contratil desse tipo celular. Os
sarcomeros sao unidades iguais e repetidas compostas por filamentos que formam bandas e
linhas. A actina e a miosina sdo os principais filamentos que formam os sarcomeros, os quais
sdo dispostos paralelamente de forma que o deslizamento de um sobre o outro gere a contragao
sem altera¢dao do tamanho dos filamentos. Diversos outros filamentos e proteinas participam do
processo de contragao da musculatura e em todos os tipos musculares, a contragao ¢ dependente
das concentragdes de calcio e do gasto de ATP. Para garantir a energia necessaria para a
contracdo, os cardiomiocitos sdo ricos em mitocondrias, compondo aproximadamente 40% do
volume intracelular de um cardiomiocito (FORBES, 2001; JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2004).

Os cardiomidcitos ventriculares ndo possuem caracteristicas que permitem a
despolarizagdo espontidnea. Por isso, o estimulo cardiaco precisa ser propagado para
absolutamente todas as células do coracdo, de modo que a contragdo seja sincronizada. Essa
forma de contragdo ¢ diferente do que ocorre na musculatura esquelética, a qual pode recrutar
a acdo de mais feixes de fibras musculares para atender a uma maior demanda.
Consequentemente, esse tipo celular necessita de uma estrutura que permita a transmissao
rapida e continua do estimulo iniciado pelas células de condugao; essas estruturas sao chamadas
de discos intercalares (CERRONE et al., 2018).

Em 1886, as primeiras descri¢des do que viriam a ser os discos intercalares apareceram
na literatura, sendo descritos como linhas compactadas (em alemao, Verdichtungstreifen)
(SAPHIR E KARSNER, 1924). Os discos intercalares sdo estruturas presentes nas
extremidades dos cardiomidcitos, que servem para conectd-los quimica, mecénica e
eletricamente. DI sdo jungdes celulares especializadas e especificas do tecido cardiaco, estao
dispostos transversalmente as fibras cardiacas e podem ser identificados tanto na microscopia
de luz, quanto na microscopia eletronica (Figura 1). O modo como os discos se interligam com

as unidades contrateis do coracdo, os sarcomeros, permite o correto acoplamento mecanico e
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elétrico das células, garantindo a comunicagdo celular e a correta propagacao do estimulo
cardiaco (VAN BREEMEN, 1953; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Devido as suas agdes,
os discos intercalares suavizam o estresse mecanico da contragdo celular, bem como podem se
fechar e isolar tecidos danificados ou mortos, como ocorre no infarto do miocardio (VERMIJ

et al., 2017).

Figura 1: Estrutura dos discos intercalares, posicionadas transversalmente as fibras cardiacas. A)
Fotomicrografia dos discos intercalares. B) Discos intercalares em microscopia eletronica de
transmissao.

Fonte: Adaptado de A) Junqueira e Carneiro, 2004; B) Manring et al., 2018.

As jungoes celulares que compde os discos intercalares sdo as jungdes aderentes, os
desmossomos e as jungdes comunicantes, do inglés “gap junctions”. As jungdes comunicantes,
ou “gap”, sdo responsaveis pelo acoplamento elétrico, enquanto as juncdes aderentes € 0s
desmossomos realizam o acoplamento mecanico. Aproximadamente 200 proteinas estdo

presentes na estrutura dos discos intercalares (VERMIJ et al., 2017, Figura 2).
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Figura 2: Ilustragdo das jungodes celulares que compde os discos intercalares. Sdo representadas na
Figura: N-caderina (N-cad), B-catenina (B-cat), a-catenina (a-cat), desmogleina (DSG), plakoglobina
(PKGQ), plakofilina (PKP) e desmoplakina (DSP).
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Fonte: Adaptado de VERMIJ et al., 2017.

As jungdes aderentes sdo jungdes celulares que transmitem a forga contratil pelos
cardiomidcitos durante o ciclo cardiaco. Elas sdo responséaveis por manter a adesdo mecanica e
garantir a integridade do tecido cardiaco, j& que agem ancorando os filamentos dos sarcomeros
a estrutura do disco intercalar. A forca mecanica pelas quais as proteinas das jung¢des aderentes
estdo sujeitas durante um ciclo de contragdo desencadeiam mudangas de organizacdo nos
sarcomeros, bem como no formato da célula (Figura 3, Painel B). A principal constituinte das
jungoes aderentes € a proteina transmembranar N-caderina, que possui 100 kD (NOORMAN et
al., 2009). Os dominios extracelulares da N-caderina formam um homodimero com a N-
caderina da célula vizinha numa ligagdo dependente de célcio, formando dois monomeros que
se alocam paralelamente ao sarcolema no espago intercelular (20 nm) enquanto que o dominio
citoplasmatico se liga a -catenina, outra proteina das juncdes aderentes (HOFFMANN e YAP,
2015). Quando desligada da estrutura dos discos intercalares, a -catenina livre se transloca
para o nucleo e ativa a via canonica de sinalizagdo Wnt, envolvida na transcri¢do de genes

envolvidos principalmente com a proliferacdo celular (MACDONALD et al., 2009). A B-
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catenina dos discos intercalares, por sua vez, se liga a a-catenina, que mediara a ligagdo com o
citoesqueleto de actina, de forma a estabilizar essa estrutura (Figura 3, Painel A). O animal sem
o gene da N-caderina tem deple¢do de outras proteinas presentes nos discos intercalares,

desencadeando danos celulares (LI et al., 2001).

Figura 3: Ilustracdo do arranjo de proteinas que compde as jun¢des aderentes.

(A)

Actina
B-catenina Membrana o—catenin
plasmatica
(B) For¢a
Estado de Estado de
ligagao fraca ligagao forte

Fonte: Adaptado de HOFFMANN e YAP, 2015.

Os desmossomos também sao jungdes que auxiliam no suporte do estresse contratil
sofrido pelos discos intercalares, servindo com uma forma de ancoragem célula-célula mais
robusta por meio da ligagdo de suas proteinas com os filamentos intermediarios. Os
desmossomos possuem trés familias de proteinas, as caderinas desmossomais, plakinas e
cateninas. As caderinas desmossomais também sao proteinas transmembranares e formam um
heterodimero produzido pela ligacdo, dependente de calcio, da desmocolina com a
desmoglobina. Ligado ao dominio citoplasmatico desse heterocomplexo estd outra familia de
cateninas, as plakoglobinas e plakofilinas, as quais fazem a conexdo entre o heterocomplexo
das caderinas desmossomais e a desmoplakina. A desmoplakina ¢ a proteina que faz a ligagdo
com a desmina, um tipo de filamento intermedidrio encontrado na banda Z dos sarcomeros
(DELMAR e MCKENNA, 2010). Assim como as jun¢des aderentes, a perda de proteinas
desmossomais também leva a prejuizos para as células cardiacas, por exemplo, a deplecao da
plakofilina-2 provoca a diminui¢ao da subunidade a do canal de sddio dependente de voltagem,
também presente na estrutura dos discos, resultando na reducdo da velocidade de propagagao
do estimulo (SATO et al., 2009).

O acoplamento elétrico nos discos ¢ realizado pelas jungdes comunicantes, poros de

baixa resisténcia, os quais fazem a comunicagdo direta entre células vizinhas permitindo a
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propagacao do estimulo elétrico. A proteina que forma o poro ¢ chamada de conexina, sendo a
conexina 43 (Cx-43) a mais prevalente em mamiferos. Além da Cx-43, ¢ possivel encontrar
ainda a Cx-40 nos atrios ¢ a Cx-45 ¢ encontrada em pequenas quantidades, uma vez que estao
presentes nos cardiomiocitos especializados dos nodos sinoatrial e atrioventricular, onde
fornecem a baixa condutancia necessaria para a despolarizagao espontanea. O poro ¢ formado
por dois conexons de células vizinhas. Um conexon € um hemicanal formado por seis conexinas
ligadas através de pontes dissulfeto. As jungdes comunicantes podem estar em conformagao
fechada ou aberta, dependendo da concentracao de calcio, sendo que o aumento de calcio faz o
canal se fechar (ACKERMANN et al. 2012). Esses canais podem ainda ser regulados por pH,
voltagem, concentragdo de magnésio e fosforilagdo. As jungdes comunicantes podem sofrer
diversas fosforilagdes no sentido de modular suas fungdes, mas algumas mudancas
organizacionais provocadas pela fosforilacdo podem causar alteracdes essenciais para a
dindmica dessas estruturas. Isso ocorre porque a meia vida das conexinas é pequena, o que
requer que elas estejam em constante rearranjo. Dentro das jungdes comunicantes, elas parecem
ser segregadas de acordo com a idade, de modo que as novas conexinas estejam sempre indo
para os bordos celulares e as conexinas antigas sejam trazidas de volta para o citoplasma para
a posterior degradacao.

A proteina de juncdo ocludente-1 (ZO-1) ¢ quem permite a estabilidade da estrutura
do conexon, regulando o seu tamanho e inibindo a incorpora¢ao de novos conexons. A ligagao
entre o conexon e a ZO-1 ¢ mediada via o dominio PDZ. Essa estrutura formada entre as ZO-1
e os conexons sao chamadas de perinexus (PALATINUS et al., 2010; RHETT et al., 2011). A
acdo de enzimas que fosforilam o conexon, como Src, AKT e MAPK medeiam o desligamento
da ZO-1 e da conexina, sendo possivel entdo o remodelamento da estrutura (MARQUEZ-
ROSADO et al. 2012; VERMIJ et al., 2017).

As jungdes comunicantes dependem da estabilidade fisica e mecanica provida pelas
juncdes aderentes, tanto que as junc¢des aderentes surgem primeiro durante o desenvolvimento
dos discos intercalares. Portanto, a auséncia da N-caderina prejudica a produgao e agao das Cx-
43, mas o contrario nao ¢ verdadeiro (GUTSTEIN et al., 2002). Outro estudo com a mesma
tematica mostrou que o tratamento de cardiomidcitos de rato isolados em cultura com um
peptideo capaz de desfazer a ligagdo do homodimero de N-caderina nas jungdes aderentes foi
capaz de reduzir a agregacao celular e que o tratamento promoveu um indicio de furn over para

Cx-43, a qual foi translocada em parte dos bordos celulares para o citoplasma (ZHU et al.,
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2010). Desta forma ficou evidenciado na literatura que a dissociagdo da estrutura das jungdes
aderentes prejudica a comunicagdo entre estas e as jungdes comunicantes.

Conforme mostrado anteriormente, alteragdes nas quantidades e na fungao em uma
das proteinas presentes nos discos intercalares podem desencadear uma série de modificacdes
na organizagdo destas estruturas. A literatura mostra que essas modificagdes estdo envolvidas
na fisiopatologia de diversas doencgas cardiacas, por exemplo, cardiomiopatias arritmogénicas
podem ser causadas por alteragdes nas proteinas desmossomais, assim como no surgimento da
faléncia cardiaca (SHEIK et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2016; KESSLER et al., 2017,
CHEN et al., 2017).

Considerando a participacao das proteinas dos discos intercalares na fisiopatologia de
diversas doengas, Celes e colaboradores (2007) realizaram um estudo que mostrou a diminuig¢ao
das proteinas N-caderina e conexina-43 no tecido cardiaco de camundongos sépticos. Além
disso, foi mostrado também que hd um remodelamento da estrutura dos discos intercalares
durante a sepse. Os autores sugerem que exista relacdo entre as mudangas qualitativas e
quantitativas observadas e a disfuncao cardiaca que ocorre na sepse, porém ainda nao existem
dados na literatura que mostrem que a funcionalidade cardiaca seja diretamente alterada pela

remodelagdo dos discos encontrada nesse estudo.

1.8 JUSTIFICATIVA

Considerando 1) a gravidade da sepse; ii) a relevancia dos gastos despendidos
mundialmente; iii) a relevancia da disfungdo cardiaca na patogénese da sepse e iv) o papel
crucial dos DI na fisiologia cardiaca, as anélises realizadas no presente trabalho englobaram a
imunolocalizagdo da N-caderina, bem como a analise da morfologia dos discos intercalares nos
cardiomidcitos de animais sépticos, com o intuito de questionar qual o papel dos discos na
disfungdo cardiaca e qual a participag@o do 6xido nitrico na manutencdo da sua estrutura deles,
de forma a compreender melhor os mecanismos que desencadeiam a disfun¢do cardiaca

existente na sepse.

1.9 HIPOTESE
Animais sépticos apresentam alteracdes na estrutura dos discos intercalares durante a
sepse envolvendo a N-caderina e o o0xido nitrico, que podem estar relacionadas a disfungao

cardiaca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar se ha alteracdes morfoldgicas nos discos intercalares na sepse € se 0 NO

tem participag@o nestas alteracdes.

2.1.1 Objetivos Especificos

Confirmar a presenga da sepse;

Analisar a morfologia e a imunolocalizagdo da N-caderina no coragdo de animais
sépticos;

Avaliar o papel do NO durante a sepse no tecido cardiaco;

Avaliar a influéncia do NO na marcagao de N-caderina;

Avaliar a marcacgao de N-caderina ap6s o tratamento com agente desnitrosilante.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar fémeas com média de idade de 90 dias e peso de 200 g
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e mantidos
no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia com agua e racao ad libitum, ciclo claro
e escuro (12/12h; luzes as 07:00 hs) e temperatura de 23 + 2°C. Os procedimentos realizados

foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (n° 2291220319 CEUA/UFSC).

3.2 REAGENTES

Neste estudo foram utilizados os seguintes compostos: acetona e paraformaldeido
(Synth, Diadema, SP, BR); bicarbonato de sddio (NaHCO:3), cloreto de so6dio (NaCl), cloreto
de potassio (KCl), fosfato de potassio (KH2POs), fosfato de soédio (NaHPO4), (Merck, Brasil);
o acido ascorbico, acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB), 4’,6-diamidino-2-phenilindol
(DAPI), acido fosforico, meio de montagem aquoso Fluoromout, N-3-maleimildipropionil
biotina (MPB), neocuproina, N-etilmaleimida, poli-L-lisina, soro fetal bovino (BSF),
sulfanilamida, a-naftil e Tween-20 (Sigma-Aldrich Co. LLC, St Louis, MO, EUA); Tissue-tek
(Fisher Healthcare, Gardena, CA, EUA); Triton X-100 (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA);
anticorpo contra N-Caderina conjugado a Alexa Fluor 594 (Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA); Avidina conjugada ao fluorocromo isotiocianado de fluoresceina (FITC; Molecular
Probes, Eugene, OR, EUA); heparina sodica (Cristalia Produtos Farmacéuticos, Sdo Paulo,
SP); cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina (Syntec do Brasil Ltda., Santana de
Parnaiba, SP, BR); isoflurano (BioChimico do Brasil Ltda., Brasil) e tramadol (Laboratério
Teuto Brasileiro S.A., Anapolis, GO, BR).

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 Inducgao da sepse por ligadura e perfuracao do ceco (CLP)

Os animais foram sedados com xilazina (5 mg/Kg) por via intraperitoneal (i.p.) e
juntamente a sedagdo, foi realizada a analgesia com tramadol (10 mg/Kg). A anestesia foi
realizada com isoflurano e, para tanto, os animais foram acomodados sobre uma manta aquecida
a 37° C e a confirmagdo da perda dos reflexos foi feita através do pincamento das patas. Foi
realizada a laparotomia com incisdo de aproximadamente 1 cm, permitindo a exposi¢ao do ceco

para posterior ligadura ndo obstrutiva do ceco logo abaixo da valva ileocecal e perfurag¢do tinica
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e transfixante com agulha 14 G. A perfuragdo permitiu que, com uma leve compressao do ceco,
ocorresse a saida do conteudo intestinal. Ao final da cirurgia, os animais receberam reposi¢ao
fluidica por via subcutanea (s.c.) com 30 mL/Kg de PBS (do inglés, phosphate-buffered saline)
aquecido. Apds a cirurgia, os animais foram mantidos em ambiente aquecidos até a sua
recuperagdo. A analgesia pds-cirirgica (12 h) foi realizada com tramadol (5 mg/Kg, s.c.).

Animais ndo operados (naive) foram utilizados como controle.

3.3.2 Preparo das laminas histologicas

Os animais, 6 h, 12 h e 24 h horas ap6s serem submetidos a cirurgia de CLP, foram
anestesiados terminalmente com sobredose de cetamina (200 mg/Kg), submetidos a abertura
do térax para exposi¢dao e remocao do coracao, o qual foi dissecado e seccionado em duas
metades. Uma das metades do coragdo foi colocada em um blister contendo Tissue-tek,
congelada imediatamente com nitrogénio liquido e seguiu para o armazenamento a -80°C até o
momento do uso. Secgdes histologicas de 5 um foram feitas a -24° C em criostato Thermo
Scientific HM525 NX do Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB/UFSC).
Cada conjunto de ldminas continha quatro cortes de coragdo, sendo pelo menos um deles de um

animal naive.

3.3.3 Imunofluorescéncia

Um conjunto de laminas foi destinado para a imunomarcagao fluorescente da proteina
N-caderina. Imediatamente apds a montagem dos cortes nas laminas, a fixagao dos tecidos foi
realizada com acetona. a 4° C por 10 minutos. O meio de montagem, Tissue-tek, foi retirado
com trés banhos de 10 minutos com agua destilada. Os bordos das laminas foram gentilmente
secos para a aplicacdo de caneta hidrofobica, a qual permite a formacao de pocgos de solugdes
para as incubacdes das etapas seguintes. Os cortes foram entdo lavados por 20 minutos com
PBS + Tween 0,5% para a permeabilizagdo das membranas. Sucedeu-se o bloqueio das ligacdes
inespecificas com soro fetal bovino 5% por 1 hora. Em seguida, os cortes foram lavados por
trés vezes de 5 minutos com solugdo de PBS + Tween 0,5%. O anticorpo N-caderina conjugado
a Alexa Fluor 594 (em diluicdo de 1:400) (IgG camundongo monoclonal, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) foi incubado durante a noite a 4°C. No dia seguinte o anticorpo foi
removido e os cortes foram lavados seis vezes por 5 minutos com PBS + Tween 0,5%. A

marcacdo dos nucleos celulares foi feita com DAPI (4',6-diamidino-2-phenilindol; Sigma
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Aldrich) (1 pg/mL). Por fim, as laminas foram montadas com meio de montagem Fluoromount

(Sigma Aldrich).

3.3.4 Formacao de nitrosotiois

O protocolo experimental descrito a seguir foi adaptado de Jaffrey e Snyder (2001) e
Ckless et al., (2004), com modificagdes feitas por Benedet et al., (2018). Esse ensaio detecta
proteinas S-nitrosiladas através da substitui¢ao do grupo NO ligado ao residuo de cisteina pela
biotina. Os animais foram anestesiados e perfundidos com uma solu¢ao de PBS contendo 0,1
mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 0,01 mM de neocuproina por cinco
minutos. Os coragdes foram coletados rapidamente, dissecados e congelados imediatamente
com nitrogénio liquido em meio de congelamento Tissue-Tek e posteriormente armazenados
em freezer -80°C. Os tecidos foram cortados em criostato (Thermo Scientific HM525 NX do
Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB/UFSC) na espessura de 5 um e
temperatura de -24°C e colocados em laminas previamente tratadas com poli-L-lisina para a
adesdo do corte. Para a remocao do meio de congelamento, os cortes foram lavados com agua
destilada por 3 vezes durante 10 minutos. Em seguida, os cortes foram fixados em ldmina
utilizando paraformaldeido 4% diluido em PBS, durante 20 min, e posteriormente lavados
utilizando tampao de lavagem (PBS, 25 mM de HEPES, 0,1 mM de EDTA, 0,1 mM de
neocuproina e Triton X-100 1%). Foi passada ao redor dos cortes caneta de tinta hidrofobica, a
qual permitiu a manuten¢ao do liquido das incubagdes seguintes em cima dos cortes. Para cada
conjunto de laminas, uma lamina foi destinada para o controle negativo da técnica. O HgCL ¢
capaz de desfazer as ligacdes das proteinas com os nitrosotidis e serviu para detectar a auto-
fluorescéncia basal do tecido. Os cortes foram incubados por 5 min com HgCl> 100 uM diluido
em PBS seguido por lavagens com PBS. Para bloquear as sulfidrilas livres, os cortes foram
incubados com 20 mM de N-etilmaleimida (NEM) durante 40 minutos a 4°C e em seguida
foram lavados com tampao de lavagem. Na etapa seguinte, ocorreu a biotinilagao das sulfidrilas
ligadas ao NO. Os cortes foram incubados simultaneamente com &4cido ascoérbico (1 mM),
cloreto de cobre (10 pM) e N-3-maleimidilpropionil biotina (0,05 mM) em PBS por 1 hora a
temperatura ambiente. Os cortes foram lavados com tampdo de lavagem e entdo, para a
amplificacdo do sinal e para a visualizagdo de cor ao microscopio, os cortes foram incubados
com avidina conjugada ao fluorocromo isotiocianado de fluoresceina (FITC) na propor¢ao de
1:800, durante 1 hora a temperatura ambiente (Figura 2). Procedeu-se a lavacdo e ao final a

incuba¢do com DAPI para marcagdo dos nucleos na propor¢ao de 1 mg/ImL por 5 minutos e
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entdo 3 ultimas lavagdes com tampao de lavagem. As laminas foram montadas com
Fluoromount (Sigma Aldrich). Trés campos aleatorios de cada corte foram fotografados em
microscopio confocal Leica DMI16000 B, no filtro 418 nm. Todo o procedimento, desde a coleta
do coragdo até a leitura das laminas foi feito ao abrigo de luz para evitar a degradacdo dos

nitrosotiodis.

3.3.5 Dosagem de nitrato e nitrito (NOx)

Os niveis de NOx foram avaliados através da quantificagdao da concentragdo de nitrito e
nitrato no plasma. Primeiramente, as amostras foram desproteinizadas e o nitrato foi convertido
em nitrito, pela enzima nitrato redutase presente em Escherichia coli por 3 horas a 37°C. As
amostras foram entdo centrifugadas, o sobrenadante foi coletado e adicionado ao reagente de
Griess (Granger et al., 1990). A reacdo colorimétrica foi lida em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 540 nm. Uma curva padrio de nitritos foi feita simultaneamente para

correlacdo da concentragdo obtida na amostra. Os resultados foram expressos em uM NOx.

3.3.6 Analises bioquimicas

As amostras de sangue foram coletadas através do acesso da aorta abdominal dos
animais previamente anestesiados em microtubos contendo 10 UI de heparina sodica para cada
mL de sangue. Obteve-se o plasma das amostras centrifugado (1500 x g) o sangue por 10
minutos a temperatura ambiente. Os pardmetros descritos a seguir foram mensurados de
maneira automatizada, utilizando o equipamento Dimension RxLL. Max HM (Siemens

Healthineers, Erlanger, BY, Alemanha).

3.3.6.1 Aspartato aminotransferase (AST)

Os niveis da enzima AST foram determinados, utilizando o equipamento Dimension
RxL Max HM (Siemens Healthineers, Erlanger, BY, Alemanha). A dosagens foram feitas a
partir de kits comerciais da Siemens, de acordo com as instru¢des do fabricante. Os niveis de

AST foram determinados em U/L.

3.3.6.2 Alanina aminotransferase (ALT)
Os niveis da enzima ALT foram determinados, utilizando o equipamento Dimension

RxL Max HM (Siemens Healthineers, Erlanger, BY, Alemanha). A dosagens foram feitas a
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partir de kits comerciais da Siemens, de acordo com as instrugdes do fabricante. Os niveis de

ALT foram determinados em U/L.

3.3.7 Analise das imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia

De cada animal foram obtidos dois cortes, um utilizado para a imunomarcagao com N-
caderina e outro para a avalia¢do da nitrosilagdo no tecido cardiaco. Os cortes para N-caderina
foram avaliados com aumento de 400x e em maior aumento, 1200x para a analise da morfologia
da marcagao. O corte usado para deteccao e quantificagdo da nitrosilagdo foi fotografado apenas
no aumento de 630x. Para cada aumento foram avaliados trés campos microscopicos,
resultando em trés fotos de cada aumento para cada animal. As imagens apresentadas no
presente trabalho foram avaliadas através do software Image J, acrescido do pacote Fiji (NIH
Image). Para quantificagdo, o tamanho da 4rea a ser analisada foi normalizada para um valor
igual para todas as imagens. Nas imagens com os aumentos de 400x e 630x, o pardmetro
analisado foi a fluorescéncia total através da quantificagdo da soma dos pixels contidos naquela
area e¢ o valor final para cada N amostral foi obtido através da média dos trés campos
microscopicos. Para as imagens de maior aumento (para melhor compreensdo da estratégia
usada para esta quantificacdo, veja a Figura 4), onde € possivel individualizar “particulas” de
marcacdo, definiu-se trés intervalos de tamanho destas particulas: 1) drea menor que 10
micrometros foram consideradas como artefato; ii) area entre 10 e 49,99 micrometros foram
consideradas como areas de discos de tamanho normal e iii) 4areas maiores do que 50
micrometros foram consideradas como representativas de discos intercalares dilatados. A partir
dai, a soma das areas de todas as particulas forneceu a area total daquele disco (parametro
designado como Area no software. No Painel A ¢ mostrada uma foto tipica da marcagdo de N-
caderina em corte de coracdo de rato em aumento de 1200x. A barra corresponde a 50
micrOmetros e as setas identificam dois discos intercalares. Usando a estratégia acima, o
programa identifica os discos que atendem as definigdes, os transforma em contornos e atribui
numeros a cada um (Painel B). Na figura s6 estdo mostrados os contornos dos discos assinalados
pelas setas no Painel A. No Painel C, vé-se a tabela gerada pelo programa com a area de todos
os contornos encontrados na foto e que atendem as defini¢des feitas. Estdo destacados os
valores dos discos mostrados no Painel B. O disco 54 ¢ uma estrutura normal e o disco 31

mostra a estrutura dilatada (setas branca e amarela, respectivamente, no Painel A).
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Figura 4: Representagdo da metodologia de analise da area dos discos intercalares. No Painel A ¢
mostrada uma foto tipica da marcagdo de N-caderina em corte de coracdo de rato em aumento de 1200x.
A barra corresponde a 50 micrometros e as setas identificam dois discos intercalares, a seta amarela
mostra uma marcagdo de N-caderina considerada dilatada e¢ a seta branca mostra uma marcacao
considerada normal. No Painel B € possivel visualizar os contornos das marcagdes feitas pelo programa.
A tabela gerada pelo programa com a area de todos os contornos encontrados € vista no Painel C.
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Fonte: HAHMEYER, 2020.

3.4 GRUPOS E PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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A obtengao de material para avaliacdo dos parametros estudados neste trabalho contou

com quatro grupos experimentais, sendo eles o grupo controle e grupos de diferentes tempos
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(6, 12 e 24 horas) apds a cirurgia de ligadura e pungao cecal, que definia o inicio da sepse. Com
o intuito de avaliar o envolvimento do NO na morfologia dos discos intercalares, um grupo de
animais normais foi tratado com doador de oOxido nitrico S-nitroso-N-acetilpenicilamina
(SNAP) na dose de 45 umol/kg s.c. Outro grupo de animais normais foi tratado com SNAP e
12 horas apds, com o agente desnitrosilante 5,5-ditio-bis-(2-4cido nitrobenzoico) (DTNB) na

dose 63 umol/kg s.c., diluido em bicarbonato de s6dio 5% (BENEDET et al., 2017).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

O N amostral foi definido por planejamento estatistico feito através do software G
Power, onde definiu-se o poder do teste (B), como 80% e nivel de significancia (o) como 0,05.
Os dados coletados foram quantitativos e as variaveis independentes foram relativas aos grupos
experimentais (naive ¢ CLP) e as varidaveis dependentes sdo relativas aos valores quantitativos
obtidos pelas diferentes metodologias empregadas, os quais sdo expressos como média + desvio
padrao da média e as analises estatisticas foram feitas utilizando GraphPad Prism (Graph Pad
Software, San Diego, CA). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk e a
variancia pelo teste de Bartlett. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguido de
post hoc de Dunnett, quando os grupos foram comparados somente com o grupo controle
(naive) ou Tukey, quando todos os grupos foram comparados entre si. Valores de P < 0,05

foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. QUANTIFICACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE NITRATO E NITRITO (NOX)

A concentragdo dos metabdlitos estaveis do NO, nitrato e nitrito (NOx) ¢ um
importante marcador da sepse por indicar a produgdo e liberacdo de NO. A condicdo de sepse
adotada neste estudo foi capaz de aumentar significativamente os niveis de NOx em todos os
tempos de andlise do curso temporal, quando comparados aos animais (Figura 5). O aumento

dos niveis de NOx ¢ um indicativo da instauragao do quadro de sepse nos animais.

Figura 5: Avalia¢ao dos metabdlitos do NO, nitrato e nitrito (NOx).
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As dosagens dos niveis de nitrato e nitrito do NO foram determinadas pelo método de Griess e expressadas como
NOx (uM). A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida pelo post hoc de Dunnet. As barras

representam média + DPM.

4.2. QUANTIFICACAO DOS MARCADORES BIOQUIMICOS DE DANO DE ORGAOS
A fungdo hepatica foi avaliada através da dosagem das enzimas aspartato e alanina

aminotransferase. O dano de o6rgdos decorrente da sepse foi confirmado apds o aumento

significativo de AST a indugdo da sepse. A enzima ALT aumentou significativamente com pico

enzimatico ap6s 24 h da sepse (Figura 6).
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Figura 6: Mensuracdo dos marcadores bioquimicos séricos em animais sépticos.
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Amostras analisadas quanto aos niveis de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). A
analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida pelo post hoc de Dunnet. As barras representam

a média £ DPM.

4.3. IMUNOMARCACAO DA PROTEINA N-CADERINA DURANTE O CURSO
TEMPORAL DA SEPSE

Como dito anteriormente, a N-caderina ¢ um importante componente dos discos
intercalares cardiacos e foi utilizada como reporter de alteracdes na estrutura deles. A Figura 7
mostra que a sepse induz um aumento da intensidade da imunomarcacao da proteina N-caderina
em cortes de coracdo e que este aumento ¢ tempo dependente, tendo alcangado seu pico 12 h
apos a inducao do quadro séptico.

Durante a analise da fluorescéncia, percebemos que além do aumento da
imunomarcag¢ao nos animais sé€pticos, havia também alteragdo na estrutura dos discos. No
entanto estas ndo ficavam tdo evidenciadas em uma vista panoramica do tecido.

Um exame mais cuidadoso das imagens mostra alguns aspectos relevantes. Um deles
¢ o fato de que a imunomarcagdo da N-caderina nos discos do corte de coracao de um animal
normal assemelha-se a pequenos “riscos” quase sempre perpendiculares aos nucleos (em azul;
Figura 6, setas brancas). Na sexta hora apds o inicio do quadro séptico ja se notam extensas
alteracdes na imunomarcag¢do na forma de aparente “alargamento” ou “dilatacdo” dos discos.
O alargamento dos discos deixa a marcagao heterogénea, com aspecto granulado (Figura 8,
setas amarelas). Ambas as alteragdes foram por nos interpretadas como uma desestruturagao da

sua forma. Este quadro se mantém 12 horas depois da sepse e a desestruturacdo parece ser pelo
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menos parcialmente revertida 24 h apos a sepse. A variacao de padrdes estruturais nesse periodo
¢ grande, sendo possivel observar desde alguns poucos discos dilatados, até discos
fragmentados e discos normais. O arranjo dito como fragmentado corresponde a marcagdes
similares areas hachuradas de uma figura e pontilhados de marcagao (Figura 8, circulo verde).
A fragmentagdo dos discos parece ser uma etapa intermedidria para o retorno a estrutura normal.

O exame da morfologia dos nucleos celulares sugere um aumento no seu tamanho
principalmente no tempo de 12 h. Embora ndao tenhamos aprofundado neste aspecto, isto pode
ser indicativo de edema celular que talvez tenha relacdo como causa ou efeito do alargamento

dos discos.
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Figura 7: Curso temporal da imunomarcacdo de N-caderina em coragdes de ratos submetidos ao
protocolo de indugao de sepse por CLP.

N-Caderina DAPI Merge
.

.

.

Naive

CLP12h CLP6h

CLP 24 h

1x10°7 p <0,05

810 o
610 ’T
4104 o °
apo 00
21075+ oe® I
o [=]
0 T T T T
Naive 6h 12h  24h
CLP

<
2
@
S
c
@
I}
I
2
=]
=
=
@
o
@
o
@
=
&
c
o
2
£

Imagens representativas da imunomarcagdo para N-caderina no tecido cardiaco (A, D, G, J), para nucleos feita
com DAPI (B, E, H, K) e a juncdo das imagens. Para efeito de facilitar a visualizac@o o brilho foi aumentado em
50% para todos os painéis. Barra de escala = 50 um. Na quantificagdo da fluorescéncia cada circulo representa um
animal e as barras representam média + DPM. Analise estatistica ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc
de Dunnet.



44

Figura 8: Detalhes da imunomarcagdo de N-caderina em coragdes de ratos submetidos ao protocolo de
inducdo de sepse por CLP.
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Imagens representativas da imunomarcagdo para N-caderina no tecido cardiaco (A, D, G, J), para nucleos feita
com DAPI (B, E, H, K) e a jun¢@o das imagens. As setas brancas indicam discos considerados normais, as setas
amarelas mostram discos dilatados e o circulo verde delimita fragmentos de marcagdo. Para efeito de facilitar a
visualizagdo o brilho foi aumentado em 35% para todos os painéis. Barra de escala = 20 pm. Na quantificacdo da
fluorescéncia cada circulo representa um animal e as barras representam média = DPM. Analise estatistica

ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc de Dunnet.
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4.4. NITROSILACAO DE PROTEINAS NO TECIDO CARDIACO

Quando avaliada a nitrosilacdo em relagdo ao curso temporal da sepse ndo foi possivel
observar aumento significativo da nitrosilagdo de proteinas, mas pode-se visualizar uma
tendéncia de crescimento gradual das intensidades de fluorescéncia em 6 h, com pico em 12 h
e queda em 24 h apds a sepse (Figura 7). A marcacdo das proteinas ¢ homogénea em todo o
coracgdo, nao havendo regionalizagdo, muito embora seja possivel distinguir a localizacdo do
nucleo através do aumento de intensidade na marcagdo deste para todos os grupos
experimentais apresentados. Alguns testes para a validagdo do protocolo aqui apresentado
permitiram a nés entendermos que o acréscimo do reagente cloreto de cobre favorece a

visualiza¢dao da marcagdo de alvos mais protegidos, como o nucleo.
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Figura 9: Analise por imunofluorescéncia da quantidade de nitrosotidis em tecido cardiaco no curso
temporal da sepse em animais submetidos ao CLP.
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Imagens representativas da imunomarcagdo nitrosotiois no tecido cardiaco (A, D, G, J), para nucleos feita com
DAPI (B, E, H, K) e a jungdo das imagens. Para efeito de facilitar a visualizac¢@o o brilho foi aumentado em 20%
para todos os painéis. Barra de escala = 50 pm. Na quantificagdo da fluorescéncia cada circulo representa um
animal e as barras representam média £ DPM. Andlise estatistica ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc
de Dunnett.
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4.5. PARTICIPACAO DO NO NA ALTERACAO MORFOLOGICA DOS DISCOS
INTERCALARES

Em vista da tendéncia ao aumento da nitrosilacdo decorrente da sepse no tecido
cardiaco, questionou-se se o NO isoladamente seria capaz de desencadear alteragdes na
morfologia dos discos similares as encontradas no curso temporal da sepse. Assim, a abordagem
do estudo foi redirecionada e, para tanto, animais normais foram tratados com um doador de
oxido nitrico, SNAP, para simular o excesso de liberagdo de NO ocasionado pela sepse e com
um agente desnitrosilante, o reagente de Ellman, ou DTNB, para verificar se a desnitrosilagao
era capaz de reverter a dilatagdo.

Como prova de conceito de que o SNAP de fato aumenta a nitrosilagdo no tecido
cardiaco e que o DTNB reduz a marcagao para nitrosotidis, foi executada a técnica de Biotin-
Switch com essas amostras (Figura 10).

A imunomarcacao para N-caderina mostrou que o tratamento com SNAP ¢ capaz de
provocar aumento da intensidade de marcagao, assim como o encontrado em animais sépticos.
No entanto, a redugdo de intensidade esperada, ndo aconteceu com o tratamento com DNTB
(Figura 11).

A morfologia dos discos intercalares também sofreu alteracdes pelo tratamento com
SNAP, sendo significativamente diferente do grupo ndo tratado. Com esse tratamento, foi
possivel perceber o mesmo padrdo de alargamento dos discos provocado pela sepse, bem como
a fragmentacdo deles, similar a hachuras. A desnitrosilacdo, obtida através do tratamento com
DTNB nao provocou a restauracdo da morfologia dos discos, ainda que visualmente seja

possivel observar uma maior compactacao deles (Figura 12).
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Figura 10: Imunofluorescéncia dos nitrosotidis em tecido cardiaco de animais tratados com SNAP e
DTNB.
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Imagens representativas da imunomarcagdo nitrosotiois no tecido cardiaco (A, D, G, J), para nucleos feita com
DAPI (B, E, H, K) e a jun¢do das imagens. Para efeito de facilitar a visualizag¢ao o brilho foi aumentado em 20%
para todos os painéis. Barra de escala = 50 pm.
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Figura 11: Efeito do tratamento com SNAP e com DTNB na imunomarcagio dos discos intercalares.
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Imagens representativas da imunomarcag@o para N-caderina no tecido cardiaco (A, D, G, J), para ntcleos feita
com DAPI (B, E, H, K) e a juncdo das imagens. Para efeito de facilitar a visualizac@o o brilho foi aumentado em
35% para todos os painéis. Barra de escala =50 um. Na quantificagdo da fluorescéncia cada circulo representa um
animal e as barras representam média + DPM. Andlise estatistica ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc
de Tukey.
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Figura 12: Efeito do tratamento com SNAP e com DTNB na morfologia dos discos intercalares em
maior aumento.
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Imagens representativas da imunomarcag@o para N-caderina no tecido cardiaco (A, D, G, J), para ntcleos feita
com DAPI (B, E, H, K) e a jungdo das imagens. As setas brancas indicam discos considerados normais e as setas
amarelas mostram discos dilatados. Para efeito de facilitar a visualizacdo o brilho foi aumentado em 20% para
todos os painéis. Barra de escala = 20 pm. Na quantificagdo da fluorescéncia cada circulo representa um animal e
as barras representam média + DPM. Andlise estatistica ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc de Tukey.
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4 DISCUSSAO

Os dados apresentados neste trabalho mostram aumento da intensidade de
fluorescéncia, dilatagdao e fragmentagao da marcacao para N-caderina em células cardiacas de
animais sépticos. A marcacdo para essa proteina ¢ um indicativo da localizagdo e da
organizagdo estrutural dos discos intercalares. Sendo assim, as alteragdes morfoldgicas
encontradas na marcacdo da N-caderina indicam que durante a sepse a estrutura dos discos
intercalares ¢ afetada.

Utilizamos o modelo de indugao de sepse por CLP em ratos no delineamento deste
estudo. Este modelo se assemelha a diversos aspectos clinicos da sepse, permitindo que a
gravidade seja modificada de acordo com o objetivo do estudo. A confirmagdo da instauragao
de um quadro de sepse com dano de 6rgdos foi feita através do aumento dos niveis das enzimas
hepaticas AST e ALT no plasma dos animais e dos niveis plasmaticos aumentados dos
metabolitos do 6xido nitrico, nitrito e nitrato (NOX).

Nas primeiras horas do pos-sepse, foi observada a dilatacao dos discos e 24 h apds os
discos parecem, pelo menos parcialmente, voltar a sua estrutura normal. O padrao de marcagao
ao longo do curso temporal da sepse pode ser interpretado como etapas da dissociagcdo de uma
estrutura. Apo6s 6 h a marcagdo da N-caderina nos discos de coragdes de animais sépticos se
mostra de forma heterogénea, floculada e ocupando maior dimensdao do que nos animais
controle. Em 12 h o padrdao se mantém e ndao hd aumento em rela¢do ao tempo de 6 horas.
Decorridas 24 h parte dos discos ainda estdo bastantes fragmentados, mas uma parcela grande
apresenta estrutura normal. Como dito anteriormente, discos intercalares sdo estruturas
essenciais para o bom funcionamento do coragdo como um sincicio. Também como dito
anteriormente, a N-caderina ¢ proteina essencial para a correta formacao das juncdes entre
midcitos. Portanto, nossa assuncdo € que alteragdes na morfologia do arranjo de N-caderina
espelham alteragdes morfoldgicas em todo o disco intercalar. Importante notar que estas
alteragdes se manifestam em tempo precoce do quadro séptico. A disfuncao cardiaca da sepse
deve estar relacionada mais a uma real “disfuncdo” do que alteragdes morfoldgicas
irreversiveis. Considerando o papel crucial dos discos intercalares na correta sincronizag¢ao dos
eventos elétricos e mecanicos cardiacos, alteracdes neles podem acarretar falhas na
funcionalidade, mas, por serem estruturas dindmicas podem ser recompostos em tempos
relativamente curtos. Importante também lembrar que a sepse tem dois momentos distintos: a
fase hiperdindmica precoce onde o coragdo ainda mantém sua capacidade de bombeamento,

seguida por uma fase hipodindmica onde o muisculo j& ndo consegue responder adequadamente
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a demanda. Esta sequéncia parece ser reproduzida no curso temporal das alteracdes da marcacao
da N-caderina durante a sepse.

Segundo a literatura (ROAK et al., 1993), a N-caderina ¢ passivel de sofrer
fragmentacdo pela agdo de metaloproteinases, resultando em dois fragmentos, um contendo o
dominio citoplasmatico e transmembrana e outro com o dominio extracelular. Considerando
esse modelo de fragmentacdo e o fato de que o anticorpo utilizado se liga ao seu epitopo
especifico que fica no dominio extracelular da proteina, na nossa interpretagdo o aumento da
intensidade fluorescéncia visto apos 12 h de sepse e com SNAP (Figuras 7 e 11) se deve ao fato
da ligacdao do anticorpo com a N-caderina ainda intacta, a qual ndo passou pelo processo de
fragmentacdo e também, pela ligagdo com os fragmentos de N-caderina, ndo sendo este
resultado, portanto, um indicativo de aumento de expressao da proteina.

Nossos dados contrastam com os resultados obtidos no trabalho de Celes e
colaboradores (2007), onde a imunomarcagdo para N-caderina apresentou-se reduzida em
cora¢des de animais submetidos a sepse. E importante ressaltar que no estudo de Celes et al.,
(2007) o tempo avaliado apds a sepse foi apenas o ponto de 24 h e que os animais utilizados
eram camundongos machos C57BL/6. Além da espécie animal ser distinta da nossa uma outra
razao para esta discrepancia ¢ que, tendo em vista que o modelo de sepse usado pelos autores €
mais severo do que o modelo utilizado no presente trabalho, em 24 h os discos poderiam ainda
estar fragmentados. Como visto em nossos resultados, a fragmentagdo dos discos fornece uma
marcagdo com menor area e visualmente menos intensa, o que ¢ compativel com a reducgao de
intensidade de fluorescéncia. Vale ressaltar também que um exame mais cuidadoso dos dados
de Celes et al (2007) mostrou alargamento da estrutura dos discos através da deiscéncia entre
os bordos celulares que compdem os discos por meio da microscopia eletronica. Apesar de
termos utilizado metodologias diferentes, em ambos os trabalhos, podemos ver o prejuizo
causado pela sepse na estrutura dos discos intercalares. Em nossa interpretacao, Celes e
colaboradores s6 ndo chegaram as mesmas conclusdes que nodés nos resultados de
imunofluorescéncia, pois utilizaram apenas um time point. A jungdo dos resultados de ambos
os trabalhos, mesmo sendo em roedores distintos, nos permite acreditar que nas primeiras horas
de sepse ha o desmonte da estrutura dimérica da N-caderina. Por ser uma proteina basilar para
a integridade do tecido cardiaco, a dissociagdao ocorre pouco a pouco, de modo que o impacto
causado por este desmonte seja atenuado até o momento de turn over ap6s 24 h, com diminui¢ao

da marcacao.
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As alteragdes morfologicas encontradas nesse trabalho nos fazem questionar sobre
qual a consequéncia destas para a fisiologia cardiaca durante a sepse. O alargamento e a
fragmentacao da marcacao da proteina N-caderina nos animais sépticos indica que os bordos
celulares se distanciaram e que a ligagdo entre as N-caderinas que compdem o dimero presente
nas jungdes aderentes dos discos intercalares parece ter sido enfraquecida.

Na se¢do introdutdria, foi comentada a importancia das jungdes que compdem 0s
discos intercalares, em particular, as jungdes aderentes. Interpretando a importancia dessa
juncao pelo lado anatémico, pode-se dizer que preservagao do arranjo das jungdes aderentes,
permite que o coragdo suporte a for¢a mecanica despendida a cada batimento cardiaco,
mantendo as células unidas e o tecido integro. Tao importante quando para anatomia cardiaca,
as juncdes aderentes contribuem enormemente para o correto funcionamento fisioldgico do
coracdo. As juncgdes aderentes auxiliam na propagacdo da forca mecénica contratil célula a
célula, uma vez que as células musculares cardiacas se contraem na forma de sincicio.

A N-caderina foi a proteina estrutural escolhida para as analises realizadas nesse
trabalho, uma vez que a outra proteina majoritariamente encontrada nos discos intercalares, a
Cx-43, tem maior dindmica intracelular. Enquanto a localizagdo da N-caderina se mantém
bastante estavel, alicercando os discos intercalares, a Cx-43 pode ser encontrada mais
frequentemente no citoplasma, durante o processo de depuracdo dessa proteina. Takasu e
colaboradores (2013) encontram em coracdes de pacientes sépticos um padrao de lateralizagao
da marcagdo para Cx-43. Esse mesmo padrdo de redistribuicdo da Cx-43 foi encontrado por
Zhu e colaboradores (2010) em um trabalho que avaliou o impacto da modificacdo da estrutura
molecular da N-Caderina sobre a comunicagcdo das jungdes comunicantes (“gap”). Em
conjunto, esses resultados mostram que a Cx-43 ¢ uma proteina que tem sua dinamica alterada
tanto pela sepse, quanto por modificagdes na N-caderina. Uma relagdo importante e interessante
entre estas proteinas estd no achado que animais geneticamente modificados para a deplecdo do
gene da Cx-43, proteina majoritaria das juncdes comunicantes, apresentam quantidades
normais de N-caderina no coracdo, enquanto animais com auséncia de genes para N-caderina
tem a redugdo do contetido de Cx-43 e, portanto, prejuizos na velocidade de conducdo elétrica
(LT et al., 2001; Gutstein et al., 2002). Esses dados mostram que impactos nas quantidades
disponiveis de N-caderina refletem em danos para os outros tipos de juncdes presentes nos
discos intercalares. A N-caderina parece ser uma proteina regulada de forma mais robusta, de
forma que modificagdes em sua localizagdo, morfologia e quantidades ndo ocorrem tao

frequentemente. Logo, alteragdes na morfologia da marcacdo para N-caderina, mesmo que
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reversiveis, devem ter maior impacto na funcionalidade cardiaca. Uma limitagdo importante
do presente trabalho ¢ a falta de correlagdo funcional com os nossos achados morfologicos.
Para isto, outros experimentos ¢ abordagens sao necessarios.

O NO ¢ um importante mediador celular, em especial para o sistema cardiovascular.
Suas agdes fisiologicas de vasodilatagdao, angiogénese, inibicdo da adesdo de neutréfilos no
endotélio e de inibicdo plaquetdria contribuem para o correto funcionamento desse sistema
(FARAH etal., 2018). Além da fisiologia, uma grande quantidade de dados implica 0o NO como
um mediador chave nas disfunc¢des cardiaca, vascular, renal e pulmonar da sepse e do choque
séptico (VINCENT et al., 2000; GREER, 2015).

Sabe-se que a fungdo cardiaca estd prejudicada na sepse, porém, um aspecto que
permanece controverso ¢ se a disfuncdo contratil do miocardio ¢ secundaria as alteragdes
estruturais. Alguns estudos realizados focaram predominantemente na maquinaria contratil do
miocardio, na tentativa de correlacionar a presenca de alteragdes estruturais com a disfungao
cardiaca observada na sepse (ROSSI et al., 2007). Na avaliagdo do miocardio humano com
sepse de longa duragdo estes autores mostraram que, dentre outros achados, que os miocardios
controles apresentaram expressao normal dos filamentos de actina e miosina, enquanto os
miocardios sépticos apresentaram focos dispersos de ruptura do aparelho contratil de
actina/miosina, o que representaria lise de miofilamentos e a expressao da enzima 6xido nitrico
sintase, isoforma induzida (NOS-2) e nitrotirosina por cardiomidcitos e macréfagos intersticiais
foi marcadamente aumentada nos miocéardios sépticos em comparacdo com 0s coragdes
controles. Além disso, o trabalho ja citado de Celes et al., 2007 também sugere que alteracdes
estruturais no miocardio, classificadas como “cardiomiopatia inflamatoria”, podem ser
responsaveis pela depressao da funcionalidade miocardica induzida pela sepse.

Os dados mostrados no presente trabalho refor¢am a hipotese de que as modificacdes
estruturais nos discos intercalares podem estar relacionadas aos mecanismos que desencadeiam
depressao miocardica na sepse. Alteracdes relativamente discretas na estrutura celular cardiaca
podem ter impactos profundos na funcionalidade deste 6rgdo. Mais ainda, nossos dados de
alteracdes da marcag¢do da N-caderina e provavelmente da estrutura dos discos no coracao de
ratos sépticos tem curso temporal reminiscente das duas fases das alteracdes cardiacas da sepse.

Um achado interessante deste trabalho, mas o qual ndo aprofundamos, foi o de um
aparente intumescimento celular e nuclear observado nos coragdes sépticos. A sepse causa

aumento da permeabilidade vascular ¢ edema intersticial (OPAL e POLL, 2015). E de se
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imaginar que em uma situacdo de edema tecidual, os bordos celulares estejam distanciados
devido ao acumulo de liquido extracelular no intersticio. Levando em conta que os discos
intercalares sdo estruturas presentes nos bordos celulares, ¢ possivel pensar que o edema
contribui para as modificagcdes morfoldgicas dos discos, assim como contribui para o aumento
de tamanho dos nucleos.

Dada a meia-vida curta do NO, a percepgao de seu envolvimento pode ser feita pela
evidéncia de um dos seus efetores, a S-nitrosilagcdo de residuos de cisteina (tidis) em proteinas.
A N-caderina ¢ uma proteina com cinco dominios extracelulares, um dominio transmembrana
e um dominio citosdlico. No quinto dominio extracelular, a N-caderina apresenta residuos de
cisteina (WALLIS et al., 1996). Consoante ao que foi dito anteriormente, o NO tem grande
afinidade por residuos de enxoftre, logo, os residuos de cisteina da N-caderina sdo passiveis de
nitrosilagao.

Nosso grupo e outros autores demonstraram ao longo dos anos que a sepse aumenta a
nitrosila¢do de proteinas em diversos tecidos, como aorta, coragao e pulmoes (SIPS et al., 2013;
BENEDET et al., 2017; DAL SECCO et al., 2018; OLIVEIRA, 2019). Corroborando esses
dados, nossos resultados mostraram uma tendéncia de aumento da nitrosilacdo no tecido
cardiaco durante a sepse. Adicionalmente, conseguimos ressaltar a nitrosilagdo na regido que
corresponde ao nucleo dos cardiomiocitos. Isso foi possivel através de uma modificacdo no
protocolo e incremento de um reagente que as demais técnica ndo utilizavam, o cloreto de cobre.
Esse reagente foi adicionado na tentativa combinar sua a¢ao ao do acido ascorbico e amplificar
o sinal de marcacdo. Curiosamente percebemos que a adi¢do de cloreto de cobre, ndo so
amplificava o sinal, como também permitia-nos ver a marcagdo na nitrosilacdo nuclear. A
nitrosilagdo, assim como o NO, tem um papel dual na fisiologia. Ambos podem ser tanto
benéficos quanto maléficos dependendo das quantidades e dos locais de acdo. Na sepse a
nitrosilacdo ¢ majoritariamente considerada como uma modificacdo pos-translacional que
acarreta danos as proteinas. A marcagao para nitrosotidis no tecido cardiaco foi homogénea e
ndo regionalizada. Isso sugere que as proteinas do coracdo foram nitrosiladas na sepse
aparentemente de forma igual. No entanto, o prejuizo que a nitrosilagdo causara a cada uma
dessas proteinas ¢ dependente das caracteristicas intrinsecas das proteinas e de seus sistemas
regulatorios.

Embora nao tenha havido uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
¢ possivel perceber-se que a sepse induz um aumento da S-nitrosilagdo e que este efeito parece

ser mais nitido no tempo de 12 horas, coincidente com a maior alteragdo nos discos intercalares.



56

Como dito acima, NO nitrosila vérias proteinas de modo que este resultado ndo permitiu
estabelecer uma relagao direta entre NO, S-nitrosilacao e desestruturagao dos discos.

Dada esta dificuldade, optamos por tentar fazer uma prova de conceito para avaliar o
papel do NO e da S-nitrosilagdo nas alteracdes morfologicas dos discos. Para tanto injetamos
um doador de NO em animais normais, ndo-sépticos, ¢ avaliamos os parametros de estrutura
dos discos e S-nitrosilagdo. O doador de NO utilizado foi o S-nitroso-D,L-penicilamina
(SNAP), ja utilizado em inumeras publicagdes do laboratério. O aumento dos niveis de NO
apos o tratamento com SNAP foi confirmado através do aumento da intensidade de marcagao
na avaliagdo da S-nitrosila¢ao do tecido cardiaco. Nossos dados de marcagdo para N-caderina
nos animais que receberam SNAP se mostraram muito similares aos resultados obtidos em 6 e
12 h apds a sepse, ou seja, foi observada a dilatacdo da marcacdo para N-caderina na presenca
de niveis aumentados de NO, indicando claramente que o NO tem participacdo na
desestruturacao dos discos. Durante a sepse, induzida por CLP, o pico de indugao da NOS2 no
coragdo ocorre entre 12 e 24 h, o que indica que nesse momento do pos-sepse a producao e
liberacdo de NO estd aumentada (DAL-SECCO et al., 2017). Esse dado corrobora a nossa
interpretacdo que o NO esteja participando ativamente do desmonte da estrutura da N-caderina.

Benedet e colaboradores (2017) demonstraram que o tratamento com DTNB, um
agente desnitrosilante, melhorava a sobrevivéncia, a disfun¢ao organica e o tonus vascular de
animais sépticos. Conforme discutido na Introdugdo, as proteinas nitrosiladas podem servir
como um reservatério de NO. O DTNB auxilia a reversao do processo de nitrosilagdo e por isso
utilizamos essa substancia na tentativa de resgatar o dano provocado pelo tratamento com
SNAP. Apesar da S-nitrosilacdo ter sido substancialmente reduzida pelo DTNB, os discos ndo
recuperam integralmente sua morfologia normal, apesar de termos usado a mesma espécie e
sexo animal e dose do trabalho inicialmente citado. Fizemos o experimento de tratar animais
sépticos com DTNB. No entanto, o ensaio foi feito tratando os animais 12 h apds a sepse com
DTNB e coletando os tecidos 24 h apos a sepse. Nao encontramos diferengas relevantes e nao
foi possivel perceber o eventual potencial de reparo do DTNB na restauragdo da morfologia da
marcacdo para N-caderina no “time point” escolhido, de forma que os resultados ndo foram
aqui mostrados. Uma possivel razdo para ndo ter encontrado diferengas pode ser o fato que 24
hs apos o CLP, os discos ja estdo retornando a sua morfologia normal e assim, ndo seria possivel
ver o efeito do DTNB. Para averiguar se 0o DTNB ¢ capaz de retomar a forma dos discos ao seu

estado normal, seriam necessarios outros tempos e doses de tratamento com o DTNB. Ainda
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assim, os dados mostrando que o DTNB reduz significativamente a desestruturacio dos discos
nos animais injetados com SNAP deixa clara a importancia do NO e da S-nitrosilacdo das

alteragcdes morfoldgicas dos discos intercalares na sepse.
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5 CONCLUSAO

Como conclusdo, nossos resultados sugerem que o papel da N-caderina nos
mecanismos que envolvem a fisiopatologia da sepse parece ser precoce € mais correlacionado
com a morbidade do que com a mortalidade desta sindrome. O fato de a sepse alterar a
imunomarcac¢ao de N-caderina e este efeito ser reproduzido em animais tratados com um doador
de NO permite a especulacao de que esta desestruturacao dos discos seja elemento importante
para a disfunc¢do cardiaca e torna os discos alvos interessantes para eventuais novas abordagens

para a sepse.
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