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RESUMO

A sepse é uma condicdo grave e incidente, caracterizada por disfungdo de um ou
mais érgaos vitais, devido a uma resposta desregulada do hospedeiro frente a uma
infecgdo. O comprometimento cardiovascular contribuiu para a hipoperfusao tecidual
e aumento da taxa de mortalidade aguda, e mesmo apds a alta hospitalar, é relatado
um aumento do risco de infarto do miocardio e eventos tromboembdlicos nos
sobreviventes. Porém, os mecanismos envolvidos no aumento do risco
cardiovascular pos-sepse nao sao elucidados, e ainda ndo ha opcgao terapéutica
direcionada para reduzir esse risco. Este trabalho investigou a hipotese de que os
sobreviventes a sepse apresentam disfuncédo na via de sinalizagdo do 6xido nitrico
(NO), as quais contribuem para o comprometimento cardiovascular a longo prazo. O
objetivo principal foi avaliar o impacto do tratamento com um inibidor da
fosfodiesterase 5 (PDE5) e aumento dos niveis de GMPc, nas alteragoes
cardiovasculares pos-sepse. Para isso, a inducdo de sepse foi padronizada pela
administragcdo de uma suspenséao de 1 g/kg i.p. de conteudo cecal (cecal slurry, CS)
em ratos machos adultos da linhagem Wistar, em comparagdo ao procedimento
cirurgico de ligacdo e perfuragdo cecal (CLP). Os animais demonstraram
hiperlactatemia, hipotens&o severa e vasoplegia 24 horas p6s-CS ou CLP, validando
o uso do modelo CS para as analises subsequentes. Os animais foram considerados
sobreviventes 96 horas po6s-CS, diante da observagdo da redugdo da carga
bacteriana tecidual, recuperacéo de parametros hemodinamicos e de fungao renal.
Entdo, os sobreviventes a sepse foram distribuidos em dois grupos de tratamento. O
tratamento foi realizado com tadalafila (5 mg/kg, v.0.) ou veiculo, uma vez ao dia, até
as analises em 15 ou 30 dias pos-sepse. Foi observado a redugdo da poténcia
vasorelaxante da acetilcolina e aumento da contracdo a noradrenalina em aorta
isolada, sugerindo disfuncédo endotelial, 30 dias pds-CS. Essas alteragdes nao foram
identificadas no grupo tratado com tadalafila, o qual demonstrou niveis aumentados
de GMPc na aorta. A nivel cardiaco, foram observados aumento de colageno no
ventriculo esquerdo e prolongamento do intervalo QT durante estimulo com
isoprenalina, indicando remodelamento e alteragbes na condugao elétrica,
respectivamente. O tratamento com tadalafila preveniu esses achados. Em coracao
isolado, observou-se a reducédo da pressédo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo
(PDVE) durante um desafio com isoprenalina, 30 dias pds-sepse, sendo que esse
parametro foi restaurado nos animais tratados com tadalafila. O tratamento com
tadalafila também demonstrou aumentar a capacidade antioxidante cardiaca,
observada pela elevacao dos niveis de glutationa reduzida, e reduzir o numero de
leucdcitos e plaquetas no sangue, que se encontravam elevados nos animais
sobreviventes. Em conjunto, os resultados indicam que ratos sobreviventes a sepse
apresentaram sinais de disfuncdo endotelial e cardiaca tardia. O tratamento com
tadalafila teve um impacto positivo, melhorando a fungéo cardiaca e reduzindo a
remodelacao tecidual. Esses achados destacam o potencial terapéutico da inibicao
da PDES5 na mitigac&o de alteracdes cardiovasculares de longo prazo apds a sepse.

Palavras-chave: pds-sepse; tadalafila; 6xido nitrico.



ABSTRACT

Sepsis is a severe and prevalent condition characterized by dysfunction of one or
more vital organs due to a dysregulated host response to infection. Cardiovascular
impairment contributes to tissue hypoperfusion and increased acute mortality. Even
after hospital discharge, sepsis survivors exhibit an increased risk of myocardial
infarction and thromboembolic events. However, the mechanisms underlying this
increased cardiovascular risk remain unclear, and there is no currently targeted
therapy to prevent these events. This study investigated the hypothesis that sepsis
survivors present dysfunction in the nitric oxide (NO) signaling pathway, which
contributes to long-term cardiovascular impairment. The main objective was to
evaluate the impact of phosphodiesterase 5 (PDES) inhibition and consequent cyclic
GMP (cGMP) elevation on cardiovascular alterations in the post-sepsis period. For
this purpose, sepsis was induced in adult male Wistar rats by intraperitoneal
administration of a 1 g/kg suspension of cecal content (cecal slurry, CS), and
compared to the surgical cecal ligation and puncture (CLP) model. Animals exhibited
hyperlactatemia, severe hypotension, and vasoplegia 24 hours after CS or CLP,
validating the CS model for subsequent analyses. Animals were considered survivors
96 hours post-CS, as indicated by reduced tissue bacterial burden, recovery of
hemodynamic parameters, and restored renal function. Survivors were then allocated
into two treatment groups: tadalafil (5 mg/kg, orally) or vehicle, administered once
daily until analysis at 15 or 30 days post-sepsis. Thirty days after CS, a reduction in
acetylcholine-induced vasorelaxation and increased contractile response to
noradrenaline were observed in isolated aortic rings, indicating endothelial
dysfunction. These alterations were not detected in the tadalafil-treated group, which
exhibited increased cGMP levels in the aorta. In the heart, CS animals presented
increased collagen in the left ventricle and QT interval prolongation during
isoproterenol stimulation, suggesting tissue remodeling and altered electrical
conduction. Tadalafil treatment prevented these effects. In isolated hearts
preparations, left ventricular developed pressure (LVDP) was reduced during
isoproterenol challenge 30 days post-sepsis, and this parameter was restored in
tadalafil-treated animals. Tadalafil also enhanced cardiac antioxidant capacity, as
evidenced by increased reduced glutathione levels, reduced leukocyte and platelet
counts, which were elevated in sepsis survivors. Altogether, the findings indicate that
sepsis survivors developed late-onset endothelial and cardiac dysfunction. Tadalafil
treatment exerted a protective effect by improving cardiac function and reducing
tissue remodeling. These results highlight the therapeutic potential of PDES5 inhibition
in mitigating long-term cardiovascular alterations following sepsis.

Keywords: post-sepsis; tadalafil; nitric oxide.
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1INTRODUGAO

1.1  SEPSE: DA EMERGENCIA MEDICA A SINDROME POS-SEPSE

A sepse € definida como uma disfungdo de 6rgdos com risco de vida,
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a uma infeccédo, seja ela
bacteriana, fungica, parasitaria ou viral. O choque séptico € um agravamento do
quadro, caracterizado clinicamente como nivel de lactato sérico > 2 mmol/l e
necessidade de uso de vasopressores para manter a pressao arterial média = 65
mmHg, mesmo com reposicao de fluidos (SINGER et al., 2016). No Brasil, a taxa de
mortalidade decorrente da sepse foi estimada em 55% em 2014 (MACHADO et al.,
2017). Globalmente, foram estimados 48,9 milhdes de casos e 11 milhdes de mortes
em 2017 (RUDD et al., 2020). Sendo assim, a sepse € um sério problema de saude
publica, tanto nacional quanto mundial.

Os mecanismos fisiopatologicos da sepse sdo complexos e englobam
inflamacéo excessiva, disfungdo imunoldgica, e alteragdes macro e microvasculares.
A resposta frente a um patégeno envolve uma cascata de eventos inflamatérios e
vasculares, que ativam o sistema imunolégico a fim de resolver a infeccdo. No
quadro seéptico, ocorre a desregulagdo desses mecanismos, resultando em uma
resposta inflamatdria exacerbada mediada por citocinas, quimiocinas, padrdes
moleculares associados a patdogenos (PAMPs), padrbées moleculares associados a
danos (DAMPs) e formacado de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETSs).
Esse estado hiper inflamatério € geralmente seguido de imunossupressao, porém, o
quadro pode se manifestar de forma variavel entre os pacientes, tornando o
tratamento bastante desafiador (revisado em MEYER; PRESCOTT, 2024).

A vasculatura é altamente afetada na sepse. A exposi¢ao ao patdégeno e a
resposta inflamatéria associada resulta, entre outras alteragées, em vasodilatacéo e
aumento da permeabilidade endotelial, causando perda massiva de fluido
intravascular para o intersticio, 0 que contribui para hipotensdo (DOLMATOVA et al.,
2021). A hipotensao severa induz sobrecarga cardiaca, dificultando a perfuséo
sanguinea e resultando em isquemia e disfuncdo de 6rgaos, a qual pode evoluir
para faléncia de multiplos 6rgaos (HOBAI, 2023). Nesse contexto, o manejo da
sepse consiste no controle do foco infeccioso e manutengcdo da presséo arterial

média acima de 65 mmHg com a administragdo intravenosa de fluidos e
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vasoconstritores. O desfecho do quadro séptico é fortemente influenciado pela
magnitude do comprometimento vascular, a qual se relaciona com a responsividade
do paciente as terapias de suporte (FLEISCHMANN-STRUZEK et al., 2020).

Embora a sepse seja reconhecida como uma emergéncia meédica ha varias
décadas, a preocupagao com o0s sobreviventes a sepse ganhou destaque apenas
em tempos mais recentes. Um estudo pioneiro publicado em 1997 observou que em
um grupo de 1505 pacientes, 70% foram a Obito dois anos apds o quadro de sepse
(QUARTIN et al., 1997). Rahmel e colaboradores (2020) analisaram dados
hospitalares de 2009 a 2016 e observaram que 62,1% dos pacientes que tiveram
sepse durante a internagdo foram a obito no periodo de 5 anos apds a alta
hospitalar, o que representou um aumento de 1,73 vezes no risco de mortalidade em
comparagao aos pacientes nao sépticos (RAHMEL et al., 2020). Esses estudos
demonstram que a alta letalidade nao se restringe a fase aguda da doenca.

Os mecanismos envolvidos no aumento do risco de mortalidade nos
sobreviventes a sepse nao sao esclarecidos, entretanto, sabe-se que uma das
principais causas € a incidéncia de eventos cardiovasculares, entre eles, infarto
agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral, arritmia
ventricular e morte cardiaca subita (OU et al., 2016). Um estudo que avaliou dados
de 2003 de beneficiarios do seguro de saude Medicare, nos Estados Unidos,
observou que 29,5% dos pacientes sobreviventes a sepse (sem doenga
cardiovascular preexistente) tiveram eventos cardiovasculares em até um ano apos
a hospitalizacao (YENDE et al., 2014). Uma meta-analise de 27 estudos publicados
entre 2005 e 2021 relatou que a hospitalizacdo por sepse foi associada a um maior
risco de incidéncia de eventos cardiovasculares por pelo menos 5 anos apds a alta
(razdo de risco ajustada 1,58; intervalo de confianga 1,30 — 1,91) (KOSYAKOVSKY
et al., 2021). Porém, foi possivel observar uma alta variabilidade entre os estudos
avaliados. Estudos de coorte mais recentes, ndo incluidos nessa meta-analise,
demonstraram um aumento de 1,3 vezes no risco de eventos cardiovasculares até 5
anos pos-sepse (ANGRIMAN et al.,, 2022) e um aumento de 43% no risco de
hospitalizagdo por eventos cardiovasculares (principalmente faléncia cardiaca) em
sobreviventes a sepse em comparagao a pacientes nao-sépticos (JENTZER et al.,
2023). Dessa forma, apesar de ndo haver um consenso acerca da magnitude,
diversas evidéncias apontam para o risco cardiovascular elevado em sobreviventes

a sepse.
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Ainda, sugere-se que a sepse pode induzir alteragdes persistentes no
sistema imunoldgico, aumentando a suscetibilidade a infecgbes secundarias. Wang
e colaboradores (2014) observaram um maior risco de readmissado hospitalar por
infecgcdo em até um ano poés-sepse. O tipo de infeccdo predominante foi pneumonia,
causada por diversos patégenos, incluindo Pseudomonas aeruginosa e Candida
spp., considerados oportunistas (WANG et al., 2014). Um estudo conduzido na
Alemanha relatou resultados semelhantes; 45% dos sobreviventes a sepse foram
hospitalizados com infeccbes em até um ano, um aumento de 9,6% em relacédo a
pacientes nao-sépticos (FLEISCHMANN-STRUZEK et al., 2022). Portanto, a causa
do aumento do risco de complicagdes cardiovasculares pos-sepse € provavelmente
multifatorial, incluindo inflamacado persistente ou imunossupressao, disfuncao
mitocondrial, disfuncdo endotelial e cardiovascular persistente (MIRA et al., 2017).

Além das alteragbes nos sistemas imunoldgico e cardiovascular, disfungdes
neuro cognitivas e incapacidades funcionais sao frequentes nos sobreviventes a
sepse. O conjunto dessas alteragdes € atualmente denominado como sindrome pos-
sepse e tem relacdo direta com a diminuicdo da qualidade de vida do paciente
(GRITTE et al., 2021; MOSTEL et al., 2019; VAN DER SLIKKE et al., 2020). Por
definicdo, a sindrome pds-sepse compreende problemas médicos, psicolégicos ou
cognitivos que surgem apos a sepse, que requerem hospitalizagao e que persistem
por semanas ou meses apds a alta hospitalar, impactando negativamente o
individuo e para os quais nenhum diagndstico alternativo pode ser encontrado (VAN
DER SLIKKE et al., 2023).

De certa forma, a sindrome pds-sepse se assemelha a sindrome do cuidado
pos-intensivo (PICS, do inglés, post-intensive care syndrome), principalmente em
relacdo a fraqueza muscular, disfungdo cognitiva e psicolégica. Um estudo
identificou que 70% dos pacientes sobreviventes a sepse desenvolveram PICS
durante os trés primeiros meses apds a alta da unidade de terapia intensiva (UTI)
(IWASHYNA et al.,, 2012). Porém, o diagnostico de sindrome pds-sepse € menos
usual, pode ocorrer em intervalos maiores apds a alta hospitalar, ndo é restrito a
pacientes que ficaram internados em UTI e possui forte correlagcdo com alteracdes
cardiovasculares. Semelhangas também tém sido observadas na COVID longa ou
pos-COVID, por meio da incidéncia de sequelas respiratorias, cognitivas (MONJE;
IWASAKI, 2022) e no sistema cardiovascular (TANNI et al., 2022) apds a fase aguda
da infecgao pelo virus SARS-CoV-2.



19

Diante da sua complexidade, ainda nédo ha terapia especifica para a
sindrome pos-sepse, e as recomendagdes atuais para o manejo do risco
cardiovascular se resume a pratica de atividade fisica, controle do peso e
acompanhamento da pressao arterial (VAN DER SLIKKE et al., 2023). Porém, essas
estratégias ndo sao totalmente eficazes. Logo, a identificacdo de alvos
farmacolégicos é de extrema importancia para se obter uma terapia eficaz para a
prevencao das alteragdes cardiovasculares pds-sepse.

Dentre os possiveis alvos terapéuticos, destaca-se a via de sinalizagado do
oxido nitrico (NO). Apés a identificagcdo do NO como um importante fator relaxante
liberado pelo endotélio, percebeu-se a sua relevancia para a saude cardiovascular,
ao mediar vasodilatacdo (MONCADA; HIGGS, 1993), inibicdo da agregacgéo
plaquetaria (ANTL et al., 2007), sinalizagdo anti-hipertréfica (MELICHAR et al.,
2004), entre outros efeitos. Portanto, a potencializacédo dessa via se torna uma
opcdo a ser explorada nesse grupo de pacientes. E bem estabelecido que ha um
aumento expressivo de NO e alteragdes significativas da sua sinalizagéo durante a
sepse aguda (COBB; DANNER; CASE, 1996), mas nao é elucidado se essas
alteragbes persistem a longo prazo, potencializando ou suprimindo essa via. Diante
disso, o topico a seguir ira abordar o NO e seus efetores no sistema cardiovascular.
Posteriormente, sera discutido a relagdo do NO com a sepse aguda e o possivel

envolvimento no pds-sepse.

12 A VIA DE SINALIZAGAO DO OXIDO NITRICO NO SISTEMA
CARDIOVASCULAR

O NO é um gas que penetra em células, sem a mediagado de um receptor de
membrana. Dessa forma, a interagcdo com o seu principal alvo, a enzima guanilato
ciclase soluvel (GCs), ocorre por sinalizagao paracrina. Apesar de possuir uma meia-
vida relativamente curta (cerca de 6 segundos), o espectro de agdo do NO é amplo,
podendo formar novas espécies mais estaveis apds ser liberado (WANG et al.,
2002).

A dieta € uma fonte importante de NO. O nitrato (NOs") proveniente de
alimentos como beterraba e folhas verdes é convertido a nitrito (NO2") por bactérias
produtoras de nitrato redutase. Apds a sua absorcao, o nitrito pode ser reconvertido
em NO, o qual pode ter efeitos sistémicos (JANSSON et al., 2008). O NO também



20

pode ser sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS), a qual possui trés
isoformas: NOS-1 (neuronal), NOS-2 (induzivel) e NOS-3 (endotelial). Em condigbes
fisiologicas, o NO ativa principalmente a GCs, favorecendo a conversdo de
guanosina trifosfato (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), que por
sua vez ativa a proteina quinase G (PKG), a qual medeia uma série de efeitos por
meio da fosforilagdo de alvos biolégicos (DENNINGER; MARLETTA, 1999;
POTTER, 2011).

O GMPc é um nucleotideo ciclico com importantes fun¢gdes como segundo
mensageiro intracelular. A sua comunicagdo esta sujeita a um sistema de
compartimentalizagdo, em que os seus niveis devem ser altos o suficiente dentro de
microdominios de ag¢ao para ativar o seu principal alvo, PKG (CASTRO et al., 2006).
Pelo menos dois fatores contribuem para a formacdo desses microdominios de
acao: 1) Estruturas celulares, como o citoesqueleto e golgi, formando barreiras
fisicas a sua difusdo (KATO et al.,, 2015); e 2) Enzimas fosfodiesterase (PDE)
especificas, responsaveis pela sua degradagdo. As PDEs hidrolisam a ligagéo
fosfodiéster, cessando a sinalizacdo do nucleotideo ciclico. Onze isoformas dessa
enzima sao atualmente descritas, com afinidades distintas por GMPc ou
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), sendo que as PDE5, PDE6 e PDE9
degradam prioritariamente GMPc (DUNKERLY-EYRING; KASS, 2020). Entre essas,
a PDES5 é a mais explorada pela sua vasta expresséao.

A PDE5 é expressa no corpo cavernoso, pulmao, plaquetas, células
endoteliais, musculo liso vascular e tecido cardiaco, demonstrando relevancia para o
sistema cardiovascular (BLANCO-RIVERO; XAVIER, 2020). A sua transcricao é
mediada por um unico gene (PDE5A) que pode ser expresso em trés isoformas
(PDE5A1, PDESA2 e PDESAS), as quais compartilham o mesmo dominio catalitico e
sdao amplamente distribuidas nos tecidos (LIN et al., 2002). Por volta de 1986, um
inibidor da PDES5 (iPDES5) foi desenvolvido no intuito de ser utilizado no tratamento
da angina. Porém, o composto demonstrou ser extremamente eficaz no tratamento
da disfuncao erétil. O iPDE5 (hoje conhecido como sildenafila) demonstrou-se capaz
de potencializar o efeito vasodilatador do NO, o qual é liberado pelos nervos
cavernosos durante o estimulo sexual, recebendo aprovacédo para uso clinico em
1998 (GHOFRANI; OSTERLOH; GRIMMINGER, 2006).

Em seguida, estudos demonstraram o efeito benéfico do sildenafila e outros

iPDE5, como tadalafila e vardenafila, em modelos de hipertensdo pulmonar
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(CORBIN et al., 2005; ZHAO et al., 2001), o que culminou na aprovagao para o
tratamento dessa condicdo em 2005. Atualmente, a tadalafila também é aprovada
para o tratamento de sintomas urinarios do trato inferior, em pacientes com
hiperplasia prostatica benigna, por exemplo. Além disso, o seu reposicionamento
também tem sido extensivamente avaliado em diversas patologias, destacando-se
ensaios clinicos que apontam para o seu efeito benéfico em pacientes com faléncia
cardiaca (HUBERS et al., 2022; VINNAKOTA et al., 2023; WAN et al., 2021).

A PKG é uma importante proteina efetora da via de sinalizagcdo do NO.
Descrita em 3 isoformas (la, IB e Il), a PKGI é a mais relevante no sistema
cardiovascular. A PKGla é mais predominante no cardiomiécito e a maioria dos
efeitos sdo atribuidos a essa isoforma. A ligacdo de 4 moléculas de GMPc a PKGI
induz uma mudancga conformacional que permite a ligacdo de peptideos ao seu
dominio catalitico e, consequentemente, a fosforilagdo das proteinas alvo (SCOTT,
1991). Os principais alvos de fosforilagdo da PKGI e mecanismo biolégico associado

no musculo liso vascular e cardiomiocito estio descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Alvos de fosforilagcdo da PKG e mecanismo biolégico no musculo liso
vascular e cardiomiocito

Local Isoforma Alvo de fosforilagdo Mecanismo biolégico Referéncia
Mduasculo liso PKGla Canais para potassio  Inibicdo do influxo de Fukao et al.
vascular ativados por calcio calcio e hiperpolarizagao (1999)

(BKCa e KCa 1.1) da membrana
Fosfolambana (PLN)  Aumento do sequestro de Hofmann et al.,
calcio pelo reticulo (2009)
sarcoplasmatico
Cadeias leve de Inibicdo da afinidade da Surks et al
miosina (MLCK) MLCK pelo complexo 1999
calcio-calmodulina
PKGIB Substrato de cGMP Inibicdo do influxo de Schlossmann et
quinase associado ao  calcio via inositol trifosfato al. 2000.
receptor IP3 (IRAG) (IP3)
Cardiomiécito PKGI Canais de Ca?* Diminuigéo da Yang et al,

dependentes de
voltagem (LTCC)

probabilidade de abertura

e entrada de calcio

2007

Titina e troponina |

Aumento do relaxamento

diastélico

Layland; Solaro;
Shah, 2005

Proteina C de ligacao

Diminuicao da sinalizagao

Thoonen et al.
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a miosina (cMyBP-C)

de remodelagao cardiaca

2015

Reguladores da
sinalizagao da
proteina G (RGS)

Inibicdo da hiperativagao
de receptores acoplados

a proteina G

Takimoto et al.
2009

Tuberina (TSC2)

Aumento de funcao

proteassomal e autofagia

Ranek et al.
2019

de midcitos danificados

por meio da ubiquitinagéo

Koitabashi et al.
2010

Canal catidnico de Inibicdo do influxo de
. o célcio relacionado a
potencial transitorio 6 T . .

ativagao da calcineurina

(TRPCS)

Koitabashi et al.
2010

Fator nuclear de Bloqueio da sinalizagao

células T ativadas calcineurina/NFAT

(NFAT)

Frankenreiter et
al. 2017

Canais da membrana Diminuigdo da sinalizagao

interna mitocondrial oxidativa mitocondrial

Fonte: Elaborada pelo autor.

Dessa forma, o principal efeito bioldgico resultante da agdo da PKGI no
musculo liso vascular é a vasodilatacdo, contribuindo para a redugado da pressao
arterial média e aumento do fluxo sanguineo (SCOTT, 1991). Contudo, a PKGI
também tem sido associada a inibicdo da proliferacao de células do musculo liso
vascular e fosforilacdo inibitéria da GTPase RhoA (FRANCIS; BUSCH; CORBIN,
2010; SELLAK et al., 2013). No tecido cardiaco, a sinalizagdo da PKGI medeia a
diminuicdo da forca de contragcdo (efeito ionotropico negativo), aumento do
relaxamento diastolico (efeito lusotrépico positivo) e efeitos anti-hipertréficos (ADLER
et al., 2020).

A ativagado de PKGI no cardiomiécito também esta relacionada a fosforilagao
de canais da membrana interna mitocondrial. A abertura desses canais pela PKGI
tem sido relacionada a um aumento de K+ na matriz mitocondrial e diminuigdo da
sinalizacdo oxidativa mitocondrial (COSTA et al., 2005; FRANKENREITER et al.,
2017).

Outro alvo, amplamente descrito, € a fosfoproteina estimulada por
vasodilatador (VASP), essa proteina foi originariamente identificada em plaquetas e
a sua fosforilagdo € associada a inibicdo da ativagdo e agregagao plaquetaria
(HALBRIIGGES et al.,, 1990). Recentemente, o aumento da fosforilagdo dessa
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proteina no tecido cardiaco tem sido associado a protecdo de danos de isquemia-
reperfusdo (KOHLER et al., 2018).

1.3 IMPLICACOES DO OXIDO NIiTRICO NA SEPSE AGUDA E POS-SEPSE

E bem estabelecido que ocorre producéo excessiva de NO durante o quadro
agudo de sepse, mediada principalmente (mas n&o somente) pela NOS-2, o que ja
foi demonstrado em modelos de sepse experimental (NARDI et al., 2014; ROSALES
et al., 2021; VASQUES-NOVOA et al., 2018). As propriedades citotoxicas do NO e
seus produtos auxiliam na defesa do hospedeiro e ativam respostas imunoldgicas
(revisado em SPILLER et al, 2019). Ao mesmo tempo, devido ao efeito
vasodilatador dessa molécula, o aumento de NO também contribui para o quadro de
hipotensao severa e refrataria observado na sepse. Esse efeito € mediado tanto pela
via classica (NO/GCs/GMPc/PKG), quanto por modificagdes pos traducionais em
proteinas, como nitrosilacdo (BENEDET et al.,, 2018), e formacdo de peroxinitrito
(ONOQO), produto da reacao do NO com o anion superoxido (O27) (NIN et al., 2011).

O NO esta envolvido no mecanismo de dessensibilizacdo dos receptores de
angiotensina Il do tipo 1 (AT1) (BUCHER et al, 2001) e a+-adrenérgico
(KANDASAMY et al.,, 2016) nos vasos, e do receptor B-adrenérgico no tecido
cardiaco (DAL-SECCO et al., 2017), contribuindo para a diminuicdo da resposta
vasoconstritora a angiotensina 1l e agonistas adrenérgicos, bem como para a
depressao miocardica que € observada na sepse. Sugere-se que o NO e S-nitrotiois
regulam a atividade da quinase-2 do receptor acoplado a proteina G (GRK2) por S-
nitrosilacdo, induzindo a internalizagao de receptores acoplados a proteina G nos
vasos e no coracdo (DAL-SECCO et al., 2017; WHALEN et al., 2007).

Diante disso, a inibicao da formagdo de NO ja foi apontada ha varias
décadas como alvo da terapia da sepse. Estudos iniciais demonstraram que a
inibicdo n&o-especifica de NOS reverteu a hipotensdo e hiporresponsividade a
vasoconstritor associada a sepse (HOLLENBERG; CUNNION; ZIMMERBERG,
1993). Porém, os resultados ndo se confirmaram em estudos posteriores e em
ensaios clinico, em que a inibicdo global da NOS aumentou a mortalidade de
pacientes com choque séptico (LOPEZ et al., 2004). Um estudo subsequente
demonstrou que a inibicdo da GCs foi benéfica 20 horas apds a inducdo de sepse

por ligacao e perfuragao cecal (CLP), mas aumentou a mortalidade dos animais se
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inibida 8 horas p6s-CLP (FERNANDES et al., 2009). Portanto, a liberagao inicial de
NO parece ser importante para iniciar a defesa imunolégica e preservar a
microcirculagdo na fase inicial da sepse (Revisado em LAMBDEN, 2019). Isso
destaca o papel dual do NO na sepse, sendo um desafio modular os seus niveis
corretamente.

Apesar da clara demonstragdo da desregulagao da via de sinalizagédo do NO
durante a sepse aguda, ndo se sabe se essas alteragbes se mantém a longo prazo.
Estudos ja demonstraram que o aumento sustentado de NO pode induzir uma
supressao subsequente da GCs (DAO et al., 2020; SAYED et al., 2007). Portanto, é
possivel que a sepse induza alteragdes a longo prazo na via de sinalizagao do NO,
contribuindo para a disfuncéo cardiovascular observada em sobreviventes a sepse.

Ao contrario da diminuicdo da reatividade vascular que ocorre na sepse
aguda, estudos experimentais tém demonstrado aumento da contratilidade em
sobreviventes a sepse. Um estudo observou o aumento da contracédo induzida por
angiotensina Il na aorta de ratos, 60 dias apos a indugao de sepse por CLP. Nao foi
identificado o aumento da expressao de receptores AT1, porém foi observado a
diminuicdo da atividade enddgena da enzima antioxidante superoxido dismutase,
aumento de ONOO- e da producdo de superdxido frente ao estimulo com
angiotensina Il na aorta dos ratos sobreviventes a sepse (DE SOUZA et al., 2016).
Além disso, foi observado hiperreatividade a fenilefrina em anéis adrticos de
camundongos 15 dias pés-CLP, a qual foi significativamente atenuada apds a
incubacao dos vasos com losartana, tiron e ibuprofeno, sugerindo o envolvimento do
receptor AT1, espécies reativas de oxigénio (EROs) e derivados da enzima
ciclooxigenase (COX) (NOBREGA, 2021).

O desequilibrio redox com predominio de espécies oxidantes pode induzir o
desacoplamento do dimero da NOS-3, favorecendo a formagdao de O2 em
detrimento da producao NO (LUNDBERG; GLADWIN; WEITZBERG, 2015). Nesse
contexto, um estudo experimental demonstrou o aumento de Oz e diminuicdo de
NOS-3 na aorta de ratos, 90 dias apds a indugao de sepse por CLP (MERDJI et al.,
2021). Além disso, € possivel que a biodisponibilidade do NO também seja
prejudicada pela reacdo com Oz e formagdao de ONOO-, mecanismo ja demonstrado
em algumas formas de comprometimento cardiovascular, como aterosclerose e
insuficiéncia cardiaca (FARAH; MICHEL; BALLIGAND, 2018; KARBACH et al., 2014,
SHIMABUKURO, 2023).
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Os demais componentes da via de sinalizagdo de NO também s&o afetados
sob condicbes oxidantes. A GCs se torna insensivel ao NO e propensa a
degradagao proteolitica (MEURER et al.,, 2009), o que pode contribuir para a
diminuigdo dos niveis de GMPc e atividade da PKG, conforme ja foi identificado em
pacientes com insuficiéncia cardiaca (VAN HEEREBEEK et al., 2012).

A nitrosilagéo e subsequente oxidacdo da PKGla tem sido associada a uma
sinalizagao hipertrofica e apoptotica no tecido cardiaco (NAKAMURA et al., 2018;
PRYSYAZHNA et al., 2016). E a sua nitragdo por ONOO- foi identificada no pulmao
de pacientes com hipertensdao pulmonar, sendo relacionada ao aumento da
remodelagao vascular e vasoconstricao (ZHAO et al., 2009). Dada a importancia da
atividade da PKG no sistema cardiovascular, a sua alteracdo pode ser um
mecanismo envolvido na disfuncéo cardiovascular pés-sepse.

Notoriamente, o estudo de Souza et al, (2016) demonstrou a
potencializagdo da via RhoA-Rho quinase por meio da diminuicdo do efeito
vasodilatador de um inibidor da Rho-quinase (ROCK) e aumento da expressao de
RhoA na aorta de ratos 60 dias pos-sepse (DE SOUZA et al., 2016). Visto que a
PKGIla induz a fosforilagdo inibitéria de RhoA (KATO et al., 2012), as alteragbes
observadas por de Souza et al. (2016) podem estar relacionadas a uma redugao na
atividade da via de sinalizagao do NO, e, em ultima analise, da PKGla.

Portanto, diversas evidéncias suportam que a via NO-GCs-GMPc-PKG pode
estar comprometida a longo prazo pods-sepse. Assim, a restauragdo dessa via de
sinalizagdo pode ser uma alternativa para prevenir alteragdes cardiovasculares em
sobreviventes a sepse. Neste sentido, a inibicdo da PDES5 pode ser uma estratégia
para estimular esta via. Entre as opcdes terapéuticas atuais, os iPDE5 tem se
destacado pelo efeito benéfico demonstrado em diversas doencas cardiovasculares,
como infarto, insuficiéncia cardiaca e doenca arterial periférica (TZOUMAS et al.,
2020). Ainda, essa classe ¢ utilizada na clinica ha mais de duas década e possui 0
perfil de seguranga bem estabelecido. A utilizacdo do farmaco tadalafila pode ser
vantajosa por exibir alta seletividade para PDES e ter o maior tempo de meia-vida
(cerca de 16 horas) entre os compostos da sua classe (ANDERSSON, 2018; SHEN
et al., 2020).

Para avaliar o reposicionamento do farmaco tadalafila, estudos em modelos
experimentais sdo essenciais. Entretanto, a desconexado entre modelos animais de

sepse e a condicdo humana tem sido uma preocupagado constante ao longo dos
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anos, que permanece até os dias atuais. Recentemente, a campanha Surviving
Sepsis, dedicada a reduzir a mortalidade da sepse, definiu como uma das
prioridades da campanha de 2023 o refinamento de modelos experimentais de

sepse (DE BACKER et al., 2024), tema que sera abordado no topico a seguir.

1.4 REFINAMENTO DA SEPSE EXPERIMENTAL

O modelo CLP foi desenvolvido e padronizado ha varias décadas e é
amplamente utilizado para indugdo de sepse em animais experimentais (BURAS;
HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005; RITTIRSCH et al., 2009). Esse modelo consiste na
abertura do abdémen do animal, ligagdo do ceco, perfuragdo e extravasamento do
conteudo cecal no peritdnio, induzindo uma peritonite polimicrobiana que evolui para
0 quadro de sepse. Uma limitagéo relevante desse modelo € a dificuldade de manter
um grau de severidade padronizado entre os procedimentos realizados, visto que o
comprimento da ligadura e a quantidade de conteudo extravasado interfere
diretamente na carga bacteriana, bem como na intensidade da resposta inflamatéria
e imunoldgica. Diante disso, o modelo foi aprimorado e modificado ao longo dos
anos, a fim de aumentar a reprodutibilidade (SONG; ZOU; CAO, 2018). Ainda assim,
a variabilidade e invasividade inerente ao modelo permanecem em discussao.
Remick et al., (2019) observaram que ha uma grande discrepancia nos resultados
entre os estudos que avaliaram o mesmo tratamento na mortalidade do modelo CLP,
destacando a necessidade de refinar os modelos atuais de sepse experimental.

Nesse contexto, a padronizagdo da carga bacteriana e a redugao de
procedimentos invasivos relacionados a dor, sao relatados como fatores que podem
reduzir a variabilidade de modelos experimentais de sepse (LILLEY et al., 2015).
Diante disso, a administragao intraperitoneal de uma suspensao de conteudo cecal
pode ser uma alternativa para substituir o CLP. Esse modelo, majoritariamente
conhecido como cecal slurry (CS), possui as vantagens de permitir a administragéo
de uma quantidade conhecida de conteudo cecal em todos os animais, facilitando a
padronizacao, além de excluir a necessidade de anestesia e cirurgia, diminuindo a
invasividade do procedimento. O modelo CS tem sido bastante utilizado para a
inducao de sepse em camundongos nos ultimos anos (SHRUM et al., 2014; STARR
et al., 2014). Entretanto, poucos estudos aplicaram o modelo em ratos e ha escassa

informacao na literatura se esse método reproduz as alteragbes cardiovasculares
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associadas a sepse (FANG et al.,, 2020), limitando a sua propagacado. Nesse
contexto, a comparagao das alteragdes cardiovasculares agudas induzidas pelos

modelos CLP e CS se torna extremamente relevante.

1.5 HIPOTESE

Diante do exposto, a hipétese desse trabalho € que o modelo cecal slurry
reproduz a disfungédo cardiovascular associada a sepse aguda e induz alteragbes
persistentes na via de sinalizagdo do oOxido nitrico, as quais contribuem para o
comprometimento cardiovascular a longo prazo. Assim, o aumento dos niveis de
GMPc por meio do tratamento crénico com o inibidor da PDES, taladafila, € capaz de

prevenir as alteracdes cardiovasculares pos-sepse.

20BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteragdes cardiovasculares na sepse aguda e no pos-sepse em
ratos submetidos ao modelo cecal slurry, bem como o efeito do tratamento cronico

com a tadalafila nos sobreviventes a sepse.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar o modelo de indugdo de sepse em ratos por cecal slurry e
comparar com o modelo de ligacao e perfuracao cecal.

e Avaliar o periodo de recuperacao pés-sepse e definir o periodo de tratamento.

e Avaliar as alteracdes vasculares e cardiacas 15 e 30 dias apds a inducéo de
sepse.

e Avaliar os efeitos sistémicos do tratamento com tadalafila, bem como o
impacto nas alteragdes cardiovasculares e via de sinalizagdo do 6xido nitrico

em ratos sobreviventes a sepse.

3MATERIAIS E METODOS
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SOLUGOES, DROGAS, REAGENTES E MATERIAIS UTILIZADOS

Solugdes e sais: acido fosforico; EDTA/acido etilenodiamino tetra-acético
(Sigma- Aldrich™, St. Louis, Estados Unidos); citrato de soédio dihidratado
(Merck, Darmstadt, Alemanha); hidréxido de sodio (Synth; Diadema; Brasil);
nitrato de sddio e nitrito de sddio (Reagen; Colombo; Brasil); paraformaldeido
(Neon; Suzano, Brasil); reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 10% de
acido fosférico e 0,1% de a-naftil-etilenodiamina em agua Milli-Q; 1:1);
solugdo tampéao fosfato-salina/PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,5
mM; NazHPO4/7H20 110,8 mM; pH 7,4 - Merck; Darmstadt, Alemanha);
solugédo tampéo fosfato-salina/PBS 1 M (KH2PO4 1 M; K2HPO4 1 M - Synth;
Diadema; Brasil); solugdo nutritiva de Krebs (NaCl 118 mM; KCI 4,7 mM;
CaCl2 2,5 mM; MgSO4 1,1 mM; KH2PO4 0,9 mM; NaHCO3 25 mM e D-glucose
11 mM; pH 7,4 - Merck; Darmstadt, Alemanha); solugao nutritiva de Krebs
modificada para Langendorff (NaCl 113 mM; KCI 4,7 mM; CaClz2 1,35 mM;
MgS04.7H20 1,2 mM; KH2PO4 1,1 mM; NaHCOs3 22 mM e D-glucose 11 mM;
pH 7,4 - Merck; Darmstadt, Alemanha); solugao salina (NaCl 0,9% - Merck,
Darmstadt, Alemanha); tampao NADPH (KH2POs4 50 mM; EGTA 1 mM;
Sacarose 150 mM; pH 7,4 — Merck; Darmstadt, Alemanha).

Drogas: angiotensina Il humana (#A9525), cloridrato de acetilcolina (#A6625);
cloridrato de fenilefrina (#A6126) e bitartarato de noradrenalina (#A9512)
(Sigma- Aldrich™, St. Louis, Estados Unidos), albendazol (DISPEC, Maringa,
Brasil); Beniv® (buprenorfina — Ourofino Saude Animal; Campo Largo, Brasil);
cloridrato de quetamina 10%, cloridrato de xilazina 2% e Isoflurano (Syntec;
Barueri, Brasil); heparina (Hemofol®; Cristdlia, Sao Paulo; Brasil);
nitroprussiato de sodio (Nuclear; Diadema; Brasil); Pentabiotico® veterinario
(Zoetis; Nova Jersey, USA); tadalafila — principio ativo (Vita Esséncia;
Floriandpolis, Brasil); cloridrato de tramadol (Teuto; Anapolis, Brasil).

Sondas fluorescentes: DAF-FM/diacetato de diaminofluoresceina (#D23844) e
DHE/dihidroetidio (#D11347) (Invitrogen, Carlsbad, USA); DAPI/4',6-
diamidino-2-fenilindol (#D9542, Sigma- Aldrich™, St. Louis, Estados Unidos).

iv) Outros materiais: agar Mueller-Hinton, Idamina ponta fosca e laminula 24 x 40

mm (Kasvi; Sdo José do Pinhais, Brasil); CC/MountTM (#C9368), DAN/2,3 —
diaminoftaleno (#D2757), glicerol para biologia molecular (#G5516), GSH/L-
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glutationa reduzida (#G4251), HTAB/brometo de hexadeciltrimetilambnio
(#H5882), poli-L-lisina (#P8920), IBMX/isobutil-metilxantina (#15879), NAG/n-
acetil-glucosamina  (#N9376), NEM/n-etil-maleimida (#E3876), OPT/o-
ftalaldeido (#P1378) e TMB/3,3',5,5-tetrametilbenzidina (#T444) (Sigma-
AldrichTM, St. Louis, Estados Unidos); alcool etilico absoluto, xileno e
parafina histolégica em lentilhas (Neon; Suzano; Brasil); azul de anilina,
escarlat de Bielbrich, glicina e TCA/acido tricloroacético (Nuclear; Diadema;
Brasil); diferenciador de Masson (acido fosfomolibdico 2,5% e acido
fosfotungstico 2,5%; doado pelo Laboratério de Histologia do Departamento
de Morfologia da UFSC); CMC/carboximetilcelulose (DEG Importagdo; Sao
Paulo; Brasil); eosina amarelada e hematoxilina de Harris (Lafan Quimica
Fina; Indaiatuba; Brasil); Entellan® e sulfato de zinco (Merck; Darmstadt,
Alemanha); éter etilico (Dindmica Quimica Contemporanea; Indaiatuba;
Brasil); fio de sutura agulhado de nylon 3-0 (Procare; Osasco, Brasil); GMPc
ELISA kit (#581021), lucigenina (#14872) e NADPH/nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (#9000743) (Cayman Chemical; Ann Arbor; Estados
Unidos); hidroxido de amoénio (Synth; Diadema; Brasil); meio de congelamento
optimun cutting temperature — O.C.T Tissue Plus (Fisher HealthCare,
Hampton, Estados Unidos); mistura carbogénica e nitrogénio gasoso
comprimido (White Martins, Governador Celso Ramos, Brasil); monitor
Accutrend® plus e fitas reagente para lactato (Roche, Basileia, Suiga);
monitor de glicemia e fitas reagente (On Call Plus® ACON BIOTECH,
Hangzhou, China); racdo animal (Puro Trato, Santo Augusto - RS, Brasil);
reagente de Bradford (BioRad; Califérnia; Estados Unidos).

Softwares: LabChart v.8 (Ad Instruments, Dunedin, Nova Zelandia); ImageJ®
(National Institutes of Health, Bethesda, USA); GPower 3.1.9.4. (Heinrich
Heine  Universitat Dusseldorf; Alemanha); GraphPadPrism  9.0.1
(GraphPadSoftware; Boston, USA).

Equipamentos: analisador bioquimico automatico (Dimension EXL, Siemens,
Munich, BY, Alemanha); balanga T-BAL-0030.00 (Incoterm®, Porto Alegre,
Brasil); banho-Maria 1100 (Fanem, Guarulhos, Brasil); centrifuga 5804
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha); centrifuga refrigerada VS-15000CFN I
(Vision; Maryland, USA); contador hematolégico Maxcel 300 VET (MedMAX,

Barueri, Brasil); corador de laminas Autostainer XL® e criostato CM 1850
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(Leica®; Wetzlar, Alemanha); laser doppler monitor (Moor Instruments,
Millwey, Reino Unido); leitor de placas ELx800 SpectraMax (Bio-tek
Instruments, Vermont, Estados Unidos); maquina de gelo EGE 300M
(Everest, Rio de Janeiro, Brasil); ultrapurificador Direct-8 Milli-Q (Merck
Millipore, Molsheim, Francga); bomba de Infusdo EFF 311B (Insight, Ribeirao
Preto, Brasil); medidor de pH mPA-210 (MS Tecnopon, Piracicaba, Brasil);
microscopio de fluorescéncia (Leica DMI 3000B, Leica Microsystems, Wetzlar,
HE, Germany); microscopio vertical BX41, microscopio invertido 1X83 e
micrétomo Cut 4055 (Olympus®, Center Valley, PA, Estados Unidos);
multileitora infinite M200 (Tecan®, Mannedorf, Suica); PowerLab (Ad
Instruments, Dunedin, Nova Zeléndia); homogeneizador de tecidos tissue

tearor X1020 (Intern. Laborat. App.; Dottingen; Suiga).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) machos da linhagem Wistar
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal de Santa Catarina (Florianopolis, SC, Brasil). Os animais foram ambientados
no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia por pelo menos 7 dias antes
do inicio da experimentagdo nas seguintes condi¢cdes: caixas com cama de
maravalha (4-5 animais por caixa), temperatura de 22 °C + 2, ciclo claro/escuro
automatico de 12 horas, ragao e agua ad libitum. As caixas foram trocadas duas
vezes por semana. Sete a dez dias antes do inicio da experimentagdo, os animais
foram tratados com uma dose unica de 150 mg/kg do anti-helmintico albendazol. A
experimentagao foi realizada em animais de 90 a 100 dias de idade e 300 a 400
gramas, entre 07:00 e 19:00 horas (ciclo claro). Os procedimentos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica Institucional da Universidade Federal de
Santa Catarina (protocolos 9785211221 e 7262240423) e estdo de acordo com as
recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal. Além
disso, a conducao e descricdo dos experimentos foi baseada nas diretrizes ARRIVE
(do inglés, animal research: reporting of in vivo experiments) (DU SERT et al., 2020).

3.2.1Protocolos analgésicos
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i) Tramadol: 10 mg/kg i.p. antes da indugao de sepse + 5 mg/kg i.p.
12/12 horas por 3 dias.
ii) Buprenorfina: 0,03 mg/kg s.c. antes da indugéo de sepse e a cada 8

horas por 3 dias.

3.2.2 Protocolos anestésicos

i) Isoflurano: 5% para indugdo + 3% para manutengcdo, ambos
combinados com 100% oxigénio via respiratéria.

ii) Quetamina (90 mg/kg) + Xilazina (10 mg/kg) i.m.

3.2.3 Protocolo de eutanasia

i) Sobredose anestésica: Quetamina (90 mg/kg) + Xilazina (10 mg/kg)
i.m. para anestesia inicial, seguido de quetamina (45 mg/kg) i.v.

(administrado pela veia gengival).

3.3 CARACTERIZACAO DA INDUCAO DE SEPSE AGUDA POR CECAL
SLURRY (COMPARACAO COM LIGACAO E PERFURACAO CECAL)

3.3.1Inducao de sepse por ligagao e perfuragao cecal

O procedimento foi realizado conforme descrito por Rittirsch et al., (2009),
com algumas adaptagdes. Os animais receberam analgesia preemptiva com
tramadol (conforme item 3.2.1 i) e em seguida foram submetidos a anestesia geral
inalatéria com isoflurano (conforme item 3.2.2 i) sob manta de aquecimento (37 °C).
Apos a confirmagao da anestesia, o local de incisdo foi limpo com alcool iodado
(iodo 0,1% e alcool etilico 50% v/v) e os animais foram submetidos a laparotomia
longitudinal de aproximadamente 1,5 cm na linha alba do abdome. O ceco foi
exteriorizado e o seu lumen foi reduzido por uma ligadura nao obstrutiva acima da
valvula ileo-cecal. Em seguida, o ceco foi perfurado com uma agulha 22G (25 x 0,7
mm) e comprimido até o extravasamento de cerca de 5 mm de conteudo cecal. Apds

0 reposicionamento do ceco no peritdnio, o plano muscular e a cavidade abdominal
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foram suturados com fio de nylon 3-0. Os animais receberam reposi¢dao volémica
com solugédo NaCl 0,9% (50 mL/kg; 37 °C) pela via subcutanea e foram mantidos em

camas de maravalha sob aquecimento por pelo menos duas horas.

3.3.2Padronizagao do modelo de indugao de sepse por cecal slurry

3.3.2.1 Preparagéo do cecal slurry

O conteudo cecal foi coletado diretamente do ceco de animais doadores.
Para isso, os doadores foram sacrificados por sobredose anestésica (conforme item
3.2.3) e, imediatamente apds, o ceco foi dissecado e o seu conteudo coletado em
uma placa de Petri. O conteudo foi pesado e diluido em tampéo fosfato-salina (PBS)
estéril a fim de formar uma suspensdo de 200 mg/mL, a qual foi filtrada 3 vezes,
primeiramente em uma malha de nylon de 70 mm para a remogao das particulas
maiores e em seguida em filtro mesh 60 e 100. O filtrado foi transferido para uma
proveta para medigdo do volume e o mesmo volume de glicerol 30% foi adicionado e
homogeneizado, obtendo uma suspensédo de 100 mg/mL e 15% de glicerol, a qual
foi aliquotada e armazenada em ultra freezer (—80 °C). Para confirmar a viabilidade
das bactérias, foi realizado o plaqueamento de 10 pyL da suspensao cecal em agar
Mueller Hinton em diluicées seriadas com PBS estéril (1:10; 1:100; 1:1000; 1:10000;
1:100000) a fresco e apds o congelamento. A placa foi incubada a 37 °C por 24

horas e em seguida avaliou-se as unidades formadoras de col6nia (UFC) por mL.

3.3.2.2 Aplicagdo do cecal slurry

Os animais receberam analgesia com tramadol (conforme item 3.2.1i). O CS
foi descongelado em banho maria a 37 °C. Apds o equilibrio térmico, 10 uL/g de CS
foi aplicado no peritbnio dos animais utilizando agulha 20 x 0,55 mm, portanto, a
dose final de conteudo cecal administrada foi de 1 g/Kg. Essa dose foi determinada
experimentalmente, conforme descrito no item 3.3.2.3.

Imediatamente apds a injecdo, os animais receberam reposicdo volémica

com 50 mL/kg de solugao NaCl 0,9% aquecida a 37 °C, via subcutanea.
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3.3.2.3 Determinag&o da dose de cecal slurry

A dose foi escolhida com base na porcentagem de sobrevivéncia dos
animais apos a aplicagdo. Para isso, os animais foram submetidos a aplicagéo
intraperitoneal de 1; 1,5 ou 2 g/kg de CS. A sobrevivéncia foi avaliada a cada 12
horas por 5 dias. Foi considerada como a dose mais apropriada para a condugao
desse estudo, a qual mais se aproximou de 50% de sobrevivéncia (porcentagem

usualmente observada no modelo CLP nos estudos anteriores do laboratorio).

3.3.2.4 Avaliagdo da disseminagdo bacteriana para 6rgéaos e tecidos

Vinte e quatro horas apés a indugéo de sepse, os animais foram sacrificados
por sobredose anestésica (3.2.3) e o material bioldgico foi coletado sob condigdes
assepticas. O lavado peritoneal e o sangue foram coletados por pungéo
intraperitoneal e cardiaca, respectivamente. Na sequéncia, os animais foram
perfundidos por 1 minuto com PBS estéril e aproximadamente 100 mg do tecido
pulmonar e hepatico foram coletados e homogeneizados com 200 pL de PBS estéril.

As amostras foram imediatamente diluidas em PBS estéril (1:10; 1:100;
1:1000; 1:10000; 1:100000) e 10 pyL de cada diluicdo foi plaqueada em meio de
cultura agar Mueller-Hinton. As placas foram incubadas a 37 °C e, apds 24 horas, as
UFC foram contabilizadas. O crescimento bacteriano foi expresso como Log
UFC/mL. Os resultados foram comparados com amostras de ratos naive, sem

intervencao.

3.3.3 Acompanhamento do quadro séptico

O escore de sepse foi baseado no estudo de Shrum et al., (2014), o qual
descreve a avaliacdo de sete parametros: aparéncia do pelo do animal, nivel de
consciéncia, atividade, resposta a estimulos, aparéncia dos olhos, frequéncia e
qualidade da respiragcdo. Cada animal foi avaliado individualmente, 6 e 24 horas
apds a inducdo da sepse, e recebeu um escore de 0 a 4 para cada parametro,
sendo 0 o estado normal e 4 o estado mais alterado, conforme descrito na Tabela 2.
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Parametro 0 1 2 3 4
a . Pontos de Maioria com . [
Aparéncia Pelagem lisa . ~ . - Rato “inchado” Rata “raquitico”
piloeregao piloerecao
; o Pouco
Nivel de . Rato evita ficar . .
i . Rato ativo i Rato lento movimento com Rato imovel
consciéncia de pé
tremor
Rato com
Comer, beber, . Rato parado com
.. Rato se move movimentos de
Atividade escalar, correr, . . Rato parado tremores nas
pouco investigagdo .
lutar o patas traseiras
ocasionais
Sem resposta ao
, Sem resposta ao
Responde Resposta lenta Sem resposta ao estimulo ,
Respostaao . . , , o estimulo
, imediatamente a ao estimulo estimulo auditivo, i
estimulo .\ . auditivo e ao
som e toque auditivo auditivo resposta suave toque
ao toque q
Parcialmente .
o Semicerrados, Olhos fechados
Olhos Aberto Com secregdes fechado, com . .
~ com secregbes ou leitosos
secre¢ao
N Respiragdo
Respiragao —
L Respiracdo extremamente
Taxa de - S diminuida L,
. Normal — Rapida  Respiracdo lenta , severamente diminuida (>1s
respiragao (perceptivel a L
diminuida entre
olho nu) o
respiragées)
Qualidade Breves periodos .
. NPT Suspiros
de Normal de respiragao Respiracgdo dificil . . Ofegante
N e intermitentes
respira¢cao dificil

Fonte: Adaptado de Shrum et al., 2014.

Os niveis de lactato no sangue foram avaliados no mesmo periodo. Para

isso, uma gota do sangue periférico foi coletada diretamente da cauda dos animais e

a concentracao de lactato foi imediatamente mensurada em fitas reagentes por meio

do aparelho Accutrend® Plus. O valor de lactato foi expresso como mmol/L.

3.3.4 Avaliacao da sobrevivéncia a sepse

Os animais foram submetidos a sepse por CLP ou CS, nas condicbes

supracitadas. Em seguida, o numero de animais sobreviventes em cada grupo foi

contabilizado a cada 12 horas, durante 5 dias. Foi estabelecido que, a qualquer

momento do experimento, animais que demonstrassem escore de sepse acima de

13 ou sinais de sofrimento excessivo, como incapacidade de se locomover ou de se
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alimentar, poderiam ser imediatamente sacrificados por sobredose anestésica

(endpoint humanitario).

3.3.5Avaliagcao hemodinamica

A avaliagcdo hemodinamica foi realizada 24 horas apds a inducido de sepse
em animais anestesiados com quetamina-xilazina (3.2.2 item ii). Por se tratar de um
experimento terminal, ndo foi administrado analgesia preemptiva. Os procedimentos
foram realizados sob manta de aquecimento a 37 °C e a anestesia foi reforgada com
metade da dose de quetamina a cada 30 min, se necessario (45 mg/kg i.m.).

A veia jugular direita e a artéria carétida esquerda foram isoladas e canulas
de polietileno 20 e 50 (preenchidas com solugdo NaCl heparinizada 50 Ul/mL) foram
inseridas. Cerca de 100 pL da solugcéo heparinizada foi injetada pelo acesso venoso
a fim de evitar possiveis coagulos. A canula arterial foi conectada a um transdutor de
pressao acoplado ao sistema de aquisicdo de dados PowerLab®, obtendo-se os
valores basais de pressao arterial média (mmHg) e frequéncia cardiaca (bpm).

Foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2,5 cm na lateral esquerda
do animal (logo abaixo da ultima costela) para o acesso da cavidade abdominal. O
rim esquerdo foi identificado e isolado com algoddées umedecidos com solu¢gdo NaCl
0,9% a fim de evitar o ressecamento do 6rgdo. A probe do equipamento Laser
Doppler acoplado ao PowerLab® foi posicionada acima do centro do 6érgao, sendo
obtidos os valores de fluxo sanguineo do cértex renal em unidades arbitrarias de
perfusao (UP).

Apos 10 minutos de estabilizacdo, a resposta pressérica foi avaliada por
meio da administracdo intravenosa de agentes vasoativos em doses crescentes e
nao cumulativas: angiotensina Il (0,3; 1; 3; 10 e 30 pmol/kg) e fenilefrina (0,3; 1; 3;
10 e 30 nmol/kg). Os valores foram registrados em um computador pelo software
LabChart e expressos como o integral relativo ao basal (mmHg/s) que integra a
variagdo da pressao arterial média (mmHg) pela duragdo da resposta pressoérica
(segundos).

3.3.6 Avaliacao da resposta contratil ex vivo
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Em um novo bloco de experimentos, animais anestesiados com quetamina-
xilazina (3.2.2 ii) tiveram a aorta toracica coletada e transferida imediatamente para
uma placa de Petri com solug¢do nutritiva de Krebs a 4 °C. Apés a retirada de todo o
tecido adiposo perivascular, o vaso foi seccionado em anéis de 4 mm e montado em
um miégrafo de tensdo nas seguintes condi¢des: solugao nutritiva de Krebs; 37 °C;
5% COz2; 95% O2. A tensdo basal foi ajustada para 3 g e mantida durante 45
minutos, com troca da solug¢do nutritiva a cada 15 minutos para a estabilizacdo da
preparagdo. Em seguida, foi adicionado uma solugdo de KCI 60 mM para a
avaliacdo da viabilidade dos vasos. A contracado foi mantida por 5 minutos e, em
seguida, a preparacao foi lavada 3 vezes. Os anéis foram estabilizados por 30
minutos com troca da solugdo nutritiva a cada 10 minutos, e a tenséo foi ajustada
novamente para 3 g, se necessario. Em seguida, foi adicionado 1 uM de fenilefrina
e, apos alcancar o platd de contragdo, 1 uM de acetilcolina. A integridade do
endotélio foi avaliada pela resposta vasorelaxante induzida pela acetilcolina apés a
pré-contracdo. O percentual médio de relaxamento dependente do endotélio foi de
90 + 3,7%. As preparagdes foram lavadas 3 vezes e estabilizadas por 30 minutos (1
troca a cada 10 minutos). Ao final do periodo de estabilizacdo, as aortas foram
avaliadas quanto a responsividade vascular frente a adicdo de concentragdes
cumulativas de fenilefrina (0,001; 0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 30 uM). A
tensdo foi registrada por transdutores de tensédo isométrica (Panlab, modelTRI 201)
acoplados a um sistema de aquisicdo de dados PowerLab 8/30, registrados pelo
Software LabChart 8. Os dados foram representados graficamente em um grafico do
tipo XY, relacionando a resposta contratil (em gramas) a concentracdo do farmaco
em escala logaritmica a fim de obter uma curva sigmoide. O ajuste da curva foi
realizado por regressao nao linear, utilizando o modelo de quatro parametros. Além
disso, cada curva concentracao-resposta foi avaliada individualmente, a fim de obter
os dados de efeito maximo (Emax), logaritmo da concentracdo efetiva média

(LogCEso), e area sob a curva (AUC).

3.3.7 Determinagao do nivel plasmatico de nitrato e nitrito (NOXx)

Os niveis plasmaticos dos produtos da oxidagdo do 6xido nitrico (nitrato e
nitrito; NOx) foram estimados por um método espectofotométrico. Apds a
centrifugacdo do sangue (1.500 x g; 10 min; 4 °C), o plasma obtido foi
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homogeneizado com sulfato de zinco 20% (p/v) (para desproteinizagdo) na
propor¢ao 1:10 da amostra diluida, seguido de banho de gelo (1 hora, 4 °C). Apds
nova centrifugacéo (7.300 x g; 15 min; 4 °C), o sobrenadante foi incubado a 37 °C
com Escherichia coli para a conversdo de nitrato em nitrito durante 3 horas. O
reagente de Griess foi utilizado para revelacdo. As absorbancias foram
determinadas em 540 nm utilizando o leitor de placas SpectraMAx e comparadas
com curva-padréo de nitrato e nitrito (0 a 150 uM). Por meio de regresséo linear, os

valores foram expressos como uM de NOXx.

3.3.8 Dosagem plasmatica de marcadores de disfuncao de érgaos

Cerca de 4 mL de sangue foi coletado com heparina (5 Ul/mL) ao final da
avaliacao hemodinamica pelo acesso arterial. Apods centrifugagao (1.500 x g, 10 min,
4 °C), o plasma foi coletado e armazenado a —80 °C. As analises dos niveis
plasmaticos de creatinina e nitrogénio ureico (BUN) foram realizadas no analisador

bioquimico automatico do Hospital Universitario Polydoro Ernani S&o Thiago.

3.3.9 Caracterizagao do periodo de recuperagao apos a indugao de sepse por
CS

Para avaliar o momento de recuperagao da fase aguda da sepse, um novo
grupo foi avaliado ao longo do tempo apds a administragdo do CS. A disseminagéo
de bacteriais para o tecido pulmonar e hepatico foi avaliada nos tempos de 48 horas,
72 horas, 96 horas,15 dias e 30 dias por meio da contagem de UFC/mL.

Além disso, os seguintes parametros foram reavaliados no tempo de 96
horas: escore de sepse, lactato sanguineo, pressao arterial média, frequéncia
cardiaca, fluxo sanguineo do cértex renal, resposta pressorica a angiotensina I,

NOx plasmatico, creatinina e nitrogénio ureico plasmaticos.

3.3.10 Delineamento experimental da caracterizagao do modelo

Primeiramente, para a padronizacdo da dose, animais foram submetidos a

trés diferentes doses de CS (1; 1,5 ou 2 g/kg). Em seguida, foi avaliada a
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disseminagao de bacterias do lavado peritoneal para o sangue, tecido pulmonar e
hepatico, 24 horas apos a aplicacdo de 1 g/kg de CS. A avaliagdo das alteragdes
cardiovasculares induzidas pelos modelos CS e CLP foram avaliadas no tempo de
24 horas e comparadas com animais naive (sem intervengéo). O escore de sepse e
lactato sanguineo dos modelos CLP e CS foram acompanhados nos tempos 0, 6 e
24 horas apos a indugado, bem como a avaliagao da sobrevivéncia até 120 horas. A
fim de caracterizar o periodo de recuperagdo do quadro de sepse aguda, a
disseminagao bacteriana para os tecido pulmonar e renal foi avaliada ao longo do
tempo apds a aplicagao de CS, nos tempos de 48 horas, 72 horas, 96 horas, 15 dias
e 30 dias. Além disso, outros parametros foram reavaliados no periodo de 96 horas

(Figura 1).

Figura 1 - Delineamento experimental da padronizagcdo do modelo cecal slurry
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Fonte: elaborado pelo autor em Canva.com.

3.4 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DE ALTERACOES
CARDIOVASCULARES POS-SEPSE

3.4.1Inducao de sepse por cecal slurry (método adaptado)

Para a avaliacédo das alteragdes cardiovasculares em sobreviventes a sepse,
foi utilizado o modelo cecal slurry, padronizado conforme item 3.3.2, com algumas

adaptacoes.
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O volume final de glicerol utilizado na preparacéo do CS (item 3.3.2.1) foi
reduzido de 15% para 5%, a fim de diminuir as possiveis interferéncias do glicerol
como veiculo, o que também foi sugerido por Steele, Starr e Saito (2017). A fim de
realizar o controle de qualidade de diferentes preparag¢des de CS, as suspensoes
foram identificadas com a data de preparo, e o crescimento de UFC por mL foram
avaliadas em aguar Mueller-Hinton (Apéndice A). Para garantir a viabilidade das
bactérias apdés o congelamento, as UFC/mL das suspensdes foram novamente
avaliadas ao longo das aplicagdes (dados ndo mostrados).

Além disso, animais sham receberam a aplicagdo de PBS-5% de glicerol (10
ML/g i.p.) e foram avaliados como controles apds 15 ou 30 dias. Os controles
também foram submetidos ao mesmo protocolo analgésico e de reposi¢ao volémica
dos animais CS.

O protocolo analgésico foi modificado de tramadol para buprenorfina (item
3.2.1), por ser mais utilizado em modelos de sepse experimental (JEGER et al.,,
2016). Esse protocolo nao foi utilizado anteriormente pois a formulagdo veterinaria
desse analgésico recebeu aprovagdo no Brasil apenas em 2022 (Beniv® -
buprenorfina - Licenciado no Ministério da Agricultura sob n°® SP 000005-1.000045
em 15/08/2022). Além disso, a reposicao volémica administrada foi reduzida de 50
mL/kg para 30 mL/kg. A dose de 50 mL/kg foi baseada no protocolo de CLP descrito
por Rittirsch e colaboradores (2009). Entretanto, como ndo ha procedimento
cirurgico e anestesia no modelo CS, os animais estao sujeitos a um menor nivel de
desidratacdo. Logo, foi adotada a dose de administracao de fluidos recomendada
em pacientes sépticos (30 mL/kg) (DE BACKER et al., 2024).

3.4.2 Acompanhamento do quadro séptico (adaptado)

Os animais avaliados 15 e 30 dias pos-sepse foram acompanhados no
periodo basal (0 hora, antes da indugao de sepse), durante a sepse aguda (24 horas
apos a aplicagao), bem como no periodo de recuperacao do animal (96 horas apoés a
aplicagao).

Além da avaliagado do escore qualitativo de sepse e dos niveis de lactato no
sangue (conforme descrito no item 3.3.3), a glicemia e o peso corporal dos animais

também foram avaliados. A glicemia foi mensurada em uma gota de sangue
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periférico por meio do glicosimetro On call plus Il. O valor da glicemia foi expresso

como mg/dL.

3.4.3 Avaliagcao hemodinamica de animais sobrevivéntes a sepse

A avaliagdo hemodinadmica foi realizada conforme previamente descrito no
item 3.3.5. Entretanto, os agentes vasoativos utilizados foram: fenilefrina (3; 10 e 30
nmol/kg) e acetilcolina (3; 10 e 30 nmol/kg), conforme demonstrado na figura
representativa abaixo (Figura 2). Os resultados foram expressos como a integral

relativa aos valores basais (em mmHg por segundo).

Figura 2 - Registro tipico da avaliagdo hemodinamica realizada em animais
sobreviventes a sepse
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Os animais foram anestesiados com quetamina-xilazina e a artéria carétida foi canulada para a
medida da pressao arterial invasiva. Apés 10 minutos de estabilizagdo, foram administradas doses
crescentes, ndo cumulativas, de fenilefrina in bolus (3, 10 e 30 nmol/kg, i.v.), indicadas pelo tridngulo
preto (A) (Painel A). Apdés um novo periodo de estabilizagdo, doses de acetilcolina (3, 10 e 30
nmol/kg), indicadas pelo triangulo preto (A ), foram administradas i.v. (Painel B). O eixo x representa o
tempo, em segundos. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.4 Avaliacao em anel de aorta isolado de animais sobrevivéntes a sepse

A resposta contratil e de relaxamento ex vivo foi avaliada em anéis de aorta
toracica com ou sem endotélio preservado, sem tecido adiposo perivascular. O
protocolo de coleta e estabilizagdo dos vasos foi realizado conforme descrito no item
3.3.6. O percentual médio de relaxamento dependente do endotélio para esse bloco
de experimentos foi de 90 + 5% para os vasos com endotélio preservado. Em alguns
protocolos, o endotélio foi removido por meio do atrito do vaso com a haste fixa,
nesse caso, foram utilizados apenas os anéis que demonstraram percentual de

relaxamento a acetilcolina inferior a 25%. Foram realizadas curvas concentragao-
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resposta a fenilefrina, acetilcolina, noradrenalina e nitroprussiato de sédio (0,001;
0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0.3; 1; 3; 10 e 30 uyM), com 30 minutos de estabilizagao entre
cada vasoativo. O relaxamento dos vasos foi avaliado apds a pré-contragcdo com 1
MM de fenilefrina e o resultado expresso como percentual de relaxamento. A
contragdo dos vasos foi expressa como percentual de contragcdo em relagdo a
contragao inicial com KCI 60 mM por 5 minutos. Curvas concentragao-resposta

representativas do experimento estdo demonstradas na Figura 3.

Figura 3 - Registro tipico da construgao de curvas concentragao-resposta na aorta
toracica de sobreviventes a sepse
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A aorta toracica foi coletada em solugédo nutritiva de Krebs a 4 °C, limpa de tecidos conectivos e
tecido adiposo perivascular, e montada em miégrafo de tensédo (Krebs 37 °C; 95% O2; 5% COz2). A
tensdo foi ajustada para 3 gramas. Apds protocolo de estabilizagdo, foram realizadas curvas
concentragao-resposta para fenilefrina, acetilcolina, noradrenalina e nitroprussiato de sodio. O
tridangulo preto (A) indica a adicdo de 1 uM de fenilefrina para a pré-contragao dos vasos. Os pontos
pretos (e) indicam a adicdo de concentragdes cumulativas (0,001; 0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0.3; 1; 3; 10
e 30 uM). O eixo x representa o tempo, em segundos. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.5 Avaliacao da fungao cardiaca em coragao isolado

Os animais foram anestesiados com isofluorano (item 3.2.2 i). O arco da
aorta foi pincado e o coracdo retirado e colocado imediatamente em solugdo de
Krebs a 0 °C. Em seguida, o coracéo foi canulado pela aorta e transferido para o
aparelho de Langendorff acoplado a um trandutor de presséo, onde permaneceu em
perfusao retrégrada (10 mL/minuto) com solugao de Krebs modificada (37 °C; 95%
O2; 5% CO2 — pressao de perfusdo = 43,8 £+ 10 mmHg). O atrio esquerdo do coragao
foi cortado e um baldo de latex preenchido com agua destilada foi inserido no

ventriculo esquerdo, o baldo foi acoplado a um transdutor de pressdo conectado ao
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sistema PowerlLab e inflado para obter uma presséo diastélica final entre 8 e 10
mmHg (8,9 + 0,8 mmHg). A pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE)
foi calculada por meio da diferenca da pressdo maxima (sistolica) e minima
(diastdlica) do ventriculo esquerdo. O produto frequéncia-pressao (RPP, do inglés
rate pressure-product) foi calculado pela férmula: RPP = (frequéncia cardiaca x
PDVE/1000). Este indice foi utilizado como medida complementar a PDVE, visto que
esta pode ser influenciada por variagdes na frequéncia cardiaca (AKSENTIJEVIC;
LEWIS; SHATTOCK, 2016; WATANABE; OKADA, 2018). A derivada da pressao
pela derivada do tempo (dP/dT) foi obtida automaticamente por meio do software
LabChart, a partir do tracado da pressao ventricular esquerda. O valor de dP/dT
maximo representa a taxa maxima de aumento da presséo pelo tempo da contracéo
ventricular (sistole) e foi utilizado como indice de contratilidade, enquanto o valor da
dP/dT minima representa a taxa maxima de diminuicdo da pressao pelo tempo de
relaxamento ventricular (diastole) e foi utilizado como indice de relaxamento.

Apos 20 minutos de estabilizagdo, foi administrado um desafio com
isoprenalina 0,01 nM por meio de uma bomba de infusédo (0,5 uL/s). Os dados foram
registrados no LabChart. O procedimento e a avaliagao dos resultados foi realizada
de forma cega para os grupos experimentais.

Ao final do experimento, o coragao foi seco em papel filtro e pesado em
balanca de precisdo. Em seguida, o tecido foi seco em estufa (60 °C) e novamente
pesado apds 24 e 48 horas (até peso constante). Foi obtido a razdo do peso do
coragao seco pelo comprimento da tibia esquerda de cada animal (g/cm) e do peso

do coracao seco pelo peso corporal total do animal (mg/g).

3.4.6 Avaliacao do eletrocardiograma

Os animais foram anestesiados com quetamina-xilazina (item 3.2.2 ii). Apos
a confirmacao da anestesia, os animais foram posicionados em decubito dorsal. Foi
inserida uma canula de polietino na veia jugular direita dos animais para a
adminsitracdo de droga cardioativa. Os trés eletrodos do aparelho do
eletrocardiograma foram inseridos no espago subcutaneo do animal, nas seguintes
posicdes: 1- face distal do membro superior direito (polo negativo); 2 — face distal do
membro superior esquerdo (polo positivo); e 3 — face distal do membro inferior direito
(fio condutor de protecdo). Os eletrodos foram conectados ao sistema PowerlLab,
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registrando-se a derivagao bipolar DI. O sinal eletrocardiografico foi registrado nas
seguintes configuragdes: frequéncia 0-500 Hz (50 Hz cut-off) e escala 100/s. Apds
10 minutos de estabilizagdo foram administradas 2 doses independentes de

isoprenalina (0,03 e 0,3 nmol/kg). O software LabChart foi utilizado para analise.

3.4.7 Dosagem plasmatica de marcadores de disfungcao de 6rgaos de animais

sobrevivéntes a sepse

Os marcadores plasmaticos disfungado renal foram mensurados no plasma

conforme descrito no item 3.3.8.

3.4.8 Avaliagao de marcadores hematolégicos

Cerca de 1 mL de sangue foi coletado da veia cava inferior dos animais em
tubo com heparina (5 Ul/mL). Apés homogeneizacdo, o sangue foi avaliado em
contador hematoldgico automatico (MedMax). O numero de leucécitos, granuldcitos,
linfocitos, mondcitos e plaquetas foram expressos como 10°%L, enquanto o nimero
de eritrocitos foi expresso como 10'?/L. Além disso, a fim de avaliar o volume de
sangue ocupado por eritrécitos ou plaquetas, também foi avaliado o hematdcrito e

plaquetdcrito, respectivamente, representados em porcentagem.

3.4.9 Determinagao de NOx plasmatico e nitrito cardiaco

Os niveis de NOx foram avaliados no plasma conforme descrito no item
3.3.7. A dosagem de nitrito no tecido no tecido cardiaco foi avaliada por
fluorescéncia utilizando 2,3 — diaminoftaleno (DAN). O tecido cardiado foi macerado
com PBS 1 M (200 mg/mL) e a precipitacdo de proteinas da amostra foi realizada
adicionando 10% de sulfafto de zinco. Apds centrifugagao (4.000 x g; 10 min; 4 °C),
o DAN 158 uM foi adicionado a 50 pyL do sobrenadante em meio acido (HCI 1,5 M).
Apos 5 minutos de incubacédo a 30 °C, a reacao foi interrompida pela adicdo de
NaOH 3 M. A fluorescéncia foi mensurada na multileitura Tecan (excitagdo = 365

nm; emissdo = 410 nm). O valores de nitrito foram obtidos pela interpolacéo das
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fluorescencias com uma curva padrao (0,039; 0,078; 0,156; 0,312; 0,625; 1,25; 2,5;

5; 10 uM). Os dados foram expressos como UM de nitrito por mg de tecido.

3.4.10 Avaliagao dos niveis de guanosina monofosfato ciclico

A mensuracdo de GMPc foi realizada no plasma e tecidos. O sangue foi
coletado com isobutil-metilxantina (IBMX) 0,1 mM + &acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 0,35 mg/mL e centrifugado (1.800 x g; 10 min; 4 °C). Foi adicionado
1 mL de alcool etilico absoluto gelado a 250 uL de plasma coletado e, depois de 5
minutos, o precipitado foi removido por centrifugacéo (1.800 x g; 10 min; 4°C). O
etanol da amostra foi removido por meio da secagem em nitrogénio gasoso e as
amostras foram ressuspendidas em 250 uL de Elisa Buffer.

Os tecidos foram coletados em nitrogénio liquido e pulverizados. Foi
adicionado uma solugéao de acido tricloroacético (TCA) 5% em PBS (1 mL a cada
100 mg de tecido). As amostras foram centrifugadas (1.500 x g; 10 min; 4°C) e o
TCA foi extraido do sobrenadante por meio da mistura com uma solugédo de éter
etilico saturada e separacao da fase aquosa. Para retirar o éter, as amostras foram
aquecidas em banho-maria a 70°C por 10 min.

Os niveis de GMPc foram mensurados por ensaio imunoenzimatico
conforme as instrugdes do kit (Cayman, n°581021). Os resultados foram expressos

como pmol de GMP por mL.

3.4.11 Determinacdao de espécies reativas de oxigénio e o6xido nitrico

tecidual de animais sobrevivéntes a sepse

Os niveis de superéxido e NO em tecidos foram determinados utilizando as
sondas fluorescéntes de dihidroetidio (DHE) e diacetato de diaminofluoresceina
(DAF), respectivamente. Amostras de tecidos cardiaco e vascular (aorta), nao
fixados, incluidas em meio de congelamento Tissue Plus, foram cortadas em
segmentos de 8 ym de espessura em criostato a —20°C. As sec¢des foram obtidas
em laminas preparadas com poli-L-lisina. Em seguida, as laminas foram submersas
em PBS (37 °C, 30 min) para retirar o meio de congelamento. Apds secagem, os

cortes foram contornados com caneta hidrofébica e incubados com as sondas
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fluorescentes (DHE 5 ym ou DAF 10 um) por 30 min a 37 °C em camara escura e
umida. As laminas foram lavadas com PBS, os nucleos foram contra corados com
DAPI 1 pg/mL e montadas com laminula em meio de montagem aquoso
(CC/MountTM). Quatro imagens de cada corte foram obtidas em microscopios de
fluorescéncia (DHE - 515/560 nm; DAF - 350/460 nm) sob as mesmas
configuragbes, com objetiva de 20 x (aumento estimado de 200 vezes). Controles
negativos (amostras sem a incubagéo das sondas) foram utilizadas para a avaliagao
da autofluorescéncia do tecido. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada por meio
do software ImageJ e expressa em unidades arbitrarias (UA). Nao houve
identificacdo de autofluorescéncia no tecido cardiaco nos comprimentos de onda
avaliados. Foi observada autofluorescéncia intrinseca da aorta, com emissdo na
faixa do verde. Portanto, a média das autofluorescéncias (13,6 + 1 UA) foi

descontada dos valores obtidos com a sonda DAF no tecido vascular.

3.412 Avaliacgao histolégica do tecido cardiaco e vascular

Os tecidos foram coletados e lavados em PBS a 0 °C. O coragao foi
seccionado transversalmente na altura do plano médio ventricular e a aorta toracica
foi limpa do tecido adiposo perivascular e seccionada em um anel de 4 mm, na
sequéncia, foram fixados por 24 horas em solugdo de paraformaldeido (PFA) 4%.
Foram realizadas 3 lavagens de 30 minutos com PBS, e duas passagens de 30
minutos em alcool 30% e 50%, respectivamente. Os tecidos permaneceram em
alcool 70% até o processamento.

Apos a analise macroscoépica do tecido e insergdo em cassetes histoldgicos,
o processamento foi realizado de forma manual através da troca sequencial das
solugdes: Alcool 90% (2 horas); Alcool 100% (1 hora); Alcool 100% (1 horas); Xilol/
Alcool 1:1 (2 horas); Xilol absoluto (30 minutos); Xilol/ Parafina 1:1 (30 minutos);
Parafina | (1 hora); Parafina Il (1 hora).

Para inclusdo em blocos de parafina, os tecidos foram posicionados de
modo que a superficie da seccao ficasse em contato com a base do molde. Cortes
de 4 uym foram realizados em micrétomo manual (Olympus), transferidos para agua
da torneira com 2,5 g/L de gelatina a 42 °C em banho-maria, coletados em Iaminas

histolégicas 24 x 50 mm e mantidos em estufa a 40 °C para secagem até coloragao.
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A coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) foi realizada em corador
automatico, passando pelas etapas de desparafinagao, hidratagdo, coloracéo (6
minutos de hematoxilina de Harris e 2 minutos de Eosina amarelada), desidratagéo e
montagem da laminula com meio de montagem Entellan®.

A coloragao tricromico de Masson foi realizada manualmente. Apds
desparafinagado e hidratagcao, as laminas foram coradas com hematoxilina de Harris
(3 minutos), diferenciadas com agua amoniacal 1%, coradas com escarlat de
Bielbrich (5 minutos), transferidas para o diferenciador de Masson (5 minutos),
coradas com azul de anilina (5 minutos), diferenciadas com agua acética 1% (1 min),
lavadas com agua destilada e desidratadas com alcoois graduados. As laminas
foram transferidas para xilol e as laminulas foram montadas com Entellan®.

As anadlises foram realizadas no software Imaged. A andlise de espessura da
aorta foi realizada nas imagens coradas com HE obtidas com objetiva de 4 x
(aumento de 40 vezes). Apos calibragdo em um, foram realizadas 8 medidas da
espessura das tunicas intima e média, descontando a tunica adventicia. O resultado
foi expresso como a média das 8 medidas para cada aorta, em um.

A anadlise de deposi¢cdo de colageno no tecido cardiaco e vascular foi
realizada nas imagens coradas com o tricrdbmico de Masson. As imagens foram
obtidas na objetiva de 40 x (aumento estimado de 400 x). Para isso, foi utilizado a
ferramenta “Color Threshold” (Image > Adjust > Color Threshold), a qual permite a
segmentagcdo com base em diferentes espagos de cor. A matriz foi ajustada para
120 a 210 para marcar apenas a cor azul. A imagem foi transformada em um binario
(Process > Binary > Make Binary), marcando a regiao de interesse em preto e o
fundo branco. A area em preto foi mensurada em relacéo a area total do coragao ou
da aorta. Foi feito a média de 4 imagens por animal. Os valores foram expressos

como a porcentagem de area em azul.

3.413 Avaliagao da mieloperoxidase e N-acetilglucosaminidase

Cerca de 100 mg de tecido cardiaco (ventriculo) e pulmonar foram triturados
em homogeneizador de tecidos Tissue Tearor em 1mL de PBS 20 mM (pH 7,4).
Apods centrifugacao (13.000 x g; 10 min; 4 °C), o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi ressuspendido em PBS 50 mM (pH 6,0) + 0,5% brometo de
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hexadeciltrimetilaménio (HTAB). As amostras foram novamente centrifugadas
(13.000 x g; 10 min; 4 °C), obtendo-se o sobrenadante.

Para a avaliagdo da mieloperoxidase (MPO), um marcador indireto da
infiltracado de neutrdéfilos, 30 uL do sobrenadante obtido foi adicionado em placa de
96 pocos, em duplicata. Foi adicionado 20 yL de 3,3 ', 5,5'-Tetrametilbenzidina
(TMB) 18,4 mM e 180 uL de solugdo de peroxido de hidrogénio 0,4 mM.
Imediatamente, 10 leitura das absorbancias foram obtidas com intervalo de 1 minuto
em 650 nm a 37 °C na Multileitora Infinite M200 (Tecan). Foi utilizado a leitura mais
estavel antes da saturacdo da absorbancia, sendo que para o tecido pulmonar foi a
leitura de 1 minuto e para o tecido cardiaco a leitura de 10 minutos.

Para a avaliagdo da N-acetilglucosaminidase (NAGase), um marcador
indireto da ativacdo de macrofagos, 25 pyL do sobrenadante foi transferido em
duplicata para placa de 96 pogos. Foi adicionado 25 pL do substrato N-acetil-
glucosamina 2,24 mM e 100 pL de tampéao citrato (50 mM; pH 4,5). Apds incubagéao
a 37 °C por 60 minutos, foi adicionado 100 yL de tampéo glicina (200 mM; pH 10,4)
para interromper a reagao. A absorbancia pontual foi avaliada a 405 nm.

A dosagem de proteinas totais na amostra foi avaliada no sobrenadante por
meio do método de Bradford. Para isso, foi utilizado uma curva padrao de albumina
sérica bovina nas concentragdes 0; 25; 50; 75; 100; 150; 200; 250 ug/mL. As
amostras foram diluidas com agua destilada (1:20) e foi adicionado 20 yL em cada
poco, em duplicata. Em seguida, foi adicionado 180 yL do reagente de Bradford e as
absorbancias foram lidas em 595 nm. As absorbancias obtidas foram interpoladas
com a curva padrao para obter a concentracdo de proteinas na amostra em ug/mL.
Assim, os resultados da atividade de MPO e NAGase foram expressos como

densidade 6ptica (D.O.) por mg de proteina.

3.414 Avaliagao da enzima NADPH oxidase no tecido cardiaco

A atividade da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
oxidase foi avaliada por luminescéncia, por meio da deteccdo do anion superoéxido
gerado pela oxidagao de NADPH na presenga do substrato luminescente lucigenina.
Para isso, o coragéo foi macerado com PBS 1M pH 7,4 (200 mg/mL) em aparato de
vidro. Foram transferidas 50 uL da extragdo total de cada amostra, em duplicata,
para uma placa de 96 pocos branca. Foi adicionado 175 pL de tampao NADPH e
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lucigenina 1 mM em cada pogo. A luminescéncia inicial da placa foi medida, e em
seguida, foi adicionado 25 pL de NADPH. A luminescéncia foi medida a cada 30
segundos por 15 minutos a 37 °C. Em seguida, foi feito a média de 5 medidas para
cada amostra (incluindo o pico de luminescéncia) e descontado a luminescéncia
inicial. O resultado foi expresso como a luminescéncia gerada pelo peso do tecido

utilizado (em mgq).

3.4.15 Avaliagao da glutationa reduzida e oxidada no tecido cardiaco

As amostras utilizadas no ensaio anterior foram centrifugadas (4.000 x g; 10
min; 4 °C) e as proteinas foram dosadas no sobrenadante por Bradford. A avaliagao
da glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSH) foi realizada por meio da reacao
desses compostos com o-ftalaldeido (OPT), a qual gera compostos fluorescentes.
Para a avaliacdo de GSH, as amostras foram homogeneizadas com EDTA e acido
fosforico 25% para a precipitagdo de proteinas. Apos centrifugacao (4.000 x g; 10
min; 4 °C), 10 uL do sobrenadante foi transferido para placa de 96 pogos preta, em
duplicata. Foi adicionado 175 uL de PBS 100 mM e 10 yL de OPT 7 mM por poco.
Apos 15 minutos de incubacéo, foi medido a fluorescéncia em multileitora de placas
(Tecan) (excitagdo/emissao = 350/420 nm) e comparado com curva padrao de GSH
(1,5 mM; 1mM; 0,5 mM; 0,25 mM; 0,1 mM; branco). Para a avaliacdo de GSSG, as
amostras iniciais foram homogeneizadas com N-etilmaleimida 40 mM, o qual se liga
as sulfidrilas livres da GSH. Apdés 30 min de repouso, as amostras foram
centrifugadas (4.000 x g; 10 min; 4 °C) e 14 uL do sobrenadante foi transferido para
uma placa de 96 pocgos preta, em duplicata, juntamente com 176 yL de NaOH 100
mM e 10 pL de OPT 7 mM. Apds 15 minutos, a fluorescéncia foi medida
(excitagdo/emissao = 350/420 nm) e comparada com a curva padréo. Os resultados

foram expressos como pmol de GSH ou GSSG por mg de tecido.

3.4.16 Delineamento da avaliagdo do impacto da tadalafila em

sobreviventes a sepse experimental

Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.). Animais sham

receberam a aplicagao de PBS-5% de glicerol (10 uL/g i.p.) e foram utilizados como
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controles. Imediatamente apds a aplicagdo, os animais receberam reposigao
volémica com PBS estéril (30 mL/kg s.c.; 37 ° C). Todos os animais receberam
analgesia com buprenorfina (conforme protocolo 3.2.1 ii). Vinte e quatro horas apos
a indugéo, foi administrado um antibiético de amplo espectro e duragdo prolongada
(Pentabidtico® Veterinario; 70% penicilina benzatina e 30% estreptomicina), na dose
unica de 24.000 Ul/kg via intramuscular.

A escala de sepse, massa corporal, glicemia e lactato sanguineo foram
acompanhados nos tempos 0, 24 e 96 horas, a fim de avaliar, de forma n&o invasiva,
a fase aguda do quadro séptico. No tempo de 96 horas, os animais considerados
sobreviventes a sepse foram segregados em dois grupos de tratamento: veiculo e
tadalafila. O tratamento com tadalafila foi realizado uma vez ao dia na dose de 5
mg/kg via oral, até o dia 15 ou 30. A dose equivalente humana foi estimada com
base no método da area de superficie corporal, utilizando os fatores Km (rato = 6;
humano = 37), conforme descritos por Nair e Jacob (2016). Portanto, a dose de 5
mg/kg administrada em ratos equivale a aproximadamente 49 mg para individuos de
60 kg, o que se aproxima do utilizado para o tratamento da hipertensdo pulmonar
(OUDIZ et al., 2012). Além disso, a administracdo oral de 5 mg/kg de tadalafila
demonstrou ser efetiva, ao reduzir a pressao arterial média de ratos apés 1 hora, em
comparacgao a controles sem tratamento (Apéndice B).

A tadalafila foi dissolvida em agua de beber com 5% de carboximetilcelulose
(CMC), a fim de formar uma suspensao homogénea. Para a administragéo oral do
farmaco, a extremidade da seringa foi levemente recoberta com creme de avela ou
geleia de morango, a fim de estimular a ingestdo espontdnea pelos animais,
evitando a necessidade de gavagem. A mesma estratégia foi utilizada para os
animais dos grupos CS + veiculo e controle, os quais receberam agua-5% CMC. A
funcao cardiovascular, bem como alteragcbes sistémicas, vasculares e cardiacas
foram investigadas 15 e 30 dias apds a inducdo da sepse. O delineamento

experimental desse bloco de experimentos esta ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 - Delineamento experimental da avaliagao do efeito da tadalafila nas
alteracdes cardiovasculares de ratos sobreviventes a sepse

15e30d

Indugaodes
por CS ou sa
inducéo (sham)

Segregagéo e inicio Avaliagao das
dos tratamentos em rato
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Fonte: elaborado pelo autor em Canva.com.

3.5 NUMERO AMOSTRAL

O numero amostral foi calculado previamente no software Gpower,
mantendo a de 0,05 e poder do teste de 80%. O tamanho do efeito (f) foi calculado
baseado no desvio padrao e magnitude da diferenga, conforme o principal desfecho
de cada experimento.

Em relagcdo aos animais utilizados para a padronizacdo do modelo, uma
amostra de 15 animais por grupo foi considerada adequada para a avaliagédo da
sobrevivéncia, conforme demonstrado por Benedet et al., (2018). A aplicagdo das
doses maiores de CS (1,5 e 2 g/kg) induziram taxas de mortalidade proximas de
100%, portanto, julgou-se desnecessario atingir o n amostral de 15.

Para a avaliagdo hemodinamica, o calculo amostral foi baseado na
diferenga obtida na pressao arterial (em mmHg) de um estudo prévio (KOVALSKI et
al., 2017). Considerando trés grupos experimentais (Controle, CLP e CS) e f=0,6, 0
n amostral necessario foi de 10 animais por grupo.

Para a avaliacdo em anel de aorta isolado, foi obtido um f = 0,716, calculado

com base no desvio padrdo e na magnitude de diferenca da resposta contratil a
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fenilefrina de um estudo prévio (KOVALSKI et al., 2017). Mantendo a de 0,05 e
poder do teste de 80%, o n amostral necessario foi de 8 animais por grupo.

Para a avaliagdo da disseminagédo de 6rgéos e tecidos, o n amostral de 6
animais por grupo foi considerado adequado, conforme descrito por Gongalves et al.,
(2017).

Considerando a mortalidade inerente aos modelos de sepse experimental de
cerca de 50%, foi utilizado um numero maior de animais a fim de obter um n
experimental suficiente. Devido taxa de mortalidade desigual entre os grupos e
eventuais exclusdes durante a experimentagao, houve diferengas entre o n amostral
calculado e o obtido. Portanto, os animais utilizados para a padronizagdo do CS,
comparagao com o CLP e avaliagao do periodo de recuperacdo do CS, bem como

0s n experimentais finais estado descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Animais utilizados na padronizagdo do modelo CS e comparagao com

CLP
Experimentos C()ﬁgf:{/(;l;a CLP CS Perdas N experimental final Coletas
o CS1gkg=1
Pa‘:lfgfsa:“ ; ; 29 ; CS1,5glkg =8 ]
CS2g/kg=10
Avaliagdo da ) 15 15 ) CLP =15 )
sobrevida CS=15
Avaliagao Controle =10
hemodinamica 10 22 13 1§ g;p CLP = 11 Pt':;'('j‘:se
em24 h cs=1
Avaliagéao Plasma e
hemodinamica - - 15 7CS CS96h =8 .
tecidos
em 96 h
Avaliagdo em Controle =8
anel de aorta 8 8 8 - CLP=8 -
isolado CS=8
Controle = 6
. CS24h =6 Sangue,
dissemnacio . 28 i CS48h=3 lavado
bacterialfa CS72h=6 peritoneal e
CS96h =3 tecidos
CS15h =5

CS30h=5
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O numero de perdas relata a quantidade animais que morreram antes de serem avaliados. Fonte:
elaborada pelo proprio autor.

Em relagdo aos grupos utilizados para as avaliagbes em sobreviventes a
sepse, o calculo amostral para a avaliagdo hemodinamica foi baseado na tese de
Corréa (2021), que avaliou a frequéncia cardiaca de ratos 30 dias pos-sepse em
comparagao aos controles. Mantendo a de 0,05 e poder do teste de 80%, o n
amostral total considerando trés grupos experimentais (Controle, CS e CS tratado) e
f = 0,56 foi de 36 animais (n = 12 por grupo).

Para a avaliagao da contratilidade na aorta de ratos sobreviventes a sepse, o
tamanho do efeito foi calculado com base no estudo de (MERDJI et al., 2021), que
avaliou a resposta a acetilcolina na aorta de ratos sobreviventes a sepse. Sendo
assim, o n amostral total para 3 grupos experimentais (Controle, CS e CS tratado),
considerando f = 0,61, foi de 30 animais (n = 10 por grupo).

Os experimentos em preparagao de Langendorff e eletrocardiograma foram
baseados nos dados da tese de Noébrega (2021), que descreveu essas avaliagdes
em camundongos sobreviventes a sepse. Foi obtido f = 0,85 e 0,62 levando em
consideragao o desfecho dP/dT + e intervalo da onda T, respectivamente. Portanto,
foi estimado um n experimental de 6 animais por grupo para Langendorff, e 10
animais por grupo para a avaliagao do eletrocardiograma.

Da mesma forma, foi utilizado um numero maior de animais, devido a
mortalidade inerente ao modelo de sepse experimental. Devido as perdas e
exclusdes apos a indugao de sepse, houve diferengas entre o n amostral calculado e
o obtido, conforme descritos na Tabela 4. As perdas relatam a quantidade de
animais que morreram antes de serem avaliados. Ja o numero de animais excluidos
corresponde aos animais que ndo atenderam aos critérios de sepse aguda em 24
horas ou animais que foram excluidos durante a experimentacdo. Vinte e quatro
horas pds-CS, animais que demonstraram valores de lactato sanguineo < 2,45
mmol/L foram excluidos, com base em um estudo prévio do laboratério que
observou que esse valor pode ser utilizado para predizer a ocorréncia de alteracdes
hemodindmicas em um modelo de sepse aguda (CALENTE et al., 2024). Ao total, 25
animais de 267 foram excluidos com base nesse critério. Além disso, 2 animais
foram excluidos da analise hemodindmica por demonstrarem hemorragia e queda de

pressao durante a cirurgia, 2 animais foram excluidos da avaliagcdo em aorta isolada
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por demonstrarem baixa contragdo ao KCI 60 mM, e 3 coragdes nao puderam ser

utilizados no Langendorff por falta de viabilidade/estabilizacao.

Tabela 4 — Animais utilizados no estudo das alteracdes cardiovasculares pos-sepse

Experimentos C(:(S)Rgr?]l;a CS Perdas Exclusées N experimental final Coletas
Controle 15d =8 Plasma -
CS15d=12 marcadores
Avaliagao CS+Tad15d=11 bioquimicos,
hemodinamica 18 100 a4 8 Controle 30d =9 NOx e
CS30d=12 dosagem de
CS+Tad30d=14 cGMP.
Controle 15 d = 10 r:‘;?c',‘fgsla‘
Avaliagao em gg 15Tg d:1150 d=9 quorescgnc,ia,
anel de aorta 20 85 31 15 _ cGMP, nitrito,
isolado Controle 30d =10 estresse
CS30d=10 oxidativo
CS+Tad30d=10 MPO.
Sangue, aorta
Controle 15d =5 € coragao -
CS15d=6 marcadores
Avaliagdo em 14 59 26 9 CS+Tad15d=6 hematoldgicos
Langendorff Controle 30d =7 , CGMP da
Ccs30d=7 aorta, peso
CS+Tad30d=7 seco do
coragao.
Avaliacio de Controle 30d =10
Ech 10 23 4 - CS30d=10 -
CS+Tad30d=9
Avaliagao
plasmatica de Controle _
ratos controles 7 - - - +Tad30d=7 Plasma — NOx

tratados com
TAD

e GMPc

O numero de perdas relata a quantidade animais que morreram antes de serem avaliados. O critério
de exclusédo adotado foi baseado nos valores de lactato sanguineo. Animais com lactatemia < 2,45
mmol/L, 24 horas pds-CS, foram excluidos. Fonte: elaborado pelo préprio autor.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o GraphPad Prism 9. As curvas de

sobrevivéncia representadas pelo método de Kaplan-Meier e as diferengas entre os

grupo foram avaliadas pelo teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon.

A normalidade das distribuicbes dos dados foi avaliada pelos testes de

Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. A grande maioria das comparagdes foram
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realizadas entre trés grupos experimentais, utilizando a analise da variancia
(ANOVA) de uma via, seguido do pds-teste de Tukey para comparagdes multiplas. A
homogeneidade da variancia foi observada pelos testes de Brown-Forsythe e de
Bartlett. Quando necessario, os dados foram transformados para escala logaritmica
ou raiz quadrada para atender aos pressupostos de normalidade e homogeneidade
das variancias. As transformacdes estéo indicadas nas legendas das figuras.

Os dados hemodinamicos, de fungéo cardiaca e de eletrocardiograma foram
avaliados por ANOVA de duas vias sem medidas repetidas, pois as doses
administradas sao fatores independentes. As curvas concentragao-resposta foram
construidas de forma cumulativa e, portanto, foram avaliadas por ANOVA de duas
vias com medidas repetidas, aplicando-se a correcdo de Greenhouse-Geisser. Em
ambos o0s casos, se identificado variagdo no fator grupo experimental, o teste de
Tukey foi aplicado para identificar as diferengas. Apds a regressdo nao linear de
cada curva concentragao-resposta, os valores de Emax, LogCEso e AUC foram
avaliados por teste t de Student ndo pareado, para a comparagéo entre dois grupos
ou por ANOVA de uma via, seguido de Tukey para a comparagao entre trés grupos.

Os dados estdao expressos como média + desvio padrdo, exceto os
resultados de disseminagao bacteriana, escore de sepse e consumo de ragao, que
por apresentarem grupos com variancia nula (todos os valores iguais a zero) ou
distribuicdo nao paramétrica, foram representados como mediana % intervalo
interquartil e avaliados por testes ndo paramétricos. Os resultados da disseminacao
bacteriana foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney para comparagdes entre o
grupo controle e CS, ou por Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn’s para a
comparagao de mais de dois grupos experimentais. Os resultados do escore de
sepse foram avaliados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas para a
comparagao ao longo do tempo, ou por Kruskal-Wallis para a comparagao de trés
grupos experimentais. Os valores de lactato sanguineo ao longo do tempo também
foram avaliados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas.

Valores considerados outliers foram identificados por meio do método de
ROUT (Q = 1%) utilizando o préprio software. Os outliers foram excluidos caso a
inclusdo dos valores resultasse em violagdo dos pressupostos de normalidade. Os
resultados com valores excluidos estdo descritos nas legendas das figuras, bem

como a analises estatistica utilizada. O nivel de significancia adotado (a) foi de 0,05.



55

4RESULTADOS

4.1 PADRONIZAGAO DO MODELO DE SEPSE AGUDA POR CECAL SLURRY

A fim de determinar a dose a ser administrada, os animais receberam 1; 1,5
ou 2 g/kg i.p. de CS e a sobrevivéncia foi observada ao longo do tempo. As doses de
1,5 e 2 g/kg induziram taxas de sobrevivéncia de 0 e 20%, respectivamente,
enquanto 1 g/kg demonstrou uma taxa de sobrevivéncia mais adequada para a
realizagdo dos experimentos (45,46%) (Figura 5A). Portanto, os demais
experimentos foram realizados utilizando a dose de 1g/kg. Para confirmar que essa
dose induziu disseminacdo bacteriana, foi avaliado o crescimento de unidades
formadoras de colénia em homogenatos de tecidos e liquidos biologicos vinte e
quatro horas apés a inducao de sepse. Foi observado a presenca de bactérias no
lavado peritoneal, sangue, pulméo e figado (Figura 5B).

Figura 5 - Padronizagao da dose de cecal slurry e avaliagdo da disseminagéo
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Sobrevivéncia dos animais apds a administragéo intraperitoneal de 1; 1,5 ou 2 g/kg de CS (A). Os
simbolos representam a porcentagem de sobrevivéncia de cada grupo ao longo do tempo, o n de
cada grupo esta descrito no painel. A analise estatistica foi realizada pelo teste de Gehan-Breslow-
Wilcoxon. (B) Crescimento bacteriano em fluidos biolégicos e homogenatos de tecidos de ratos 24
horas apds a aplicagéo intraperitoneal de 1 g/kg de CS. O grupo controle foi composto por animais
naive (sem intervencdo). As barras representam a mediana % intervalo interquartil e cada simbolo
corresponde a um animal, n = 6 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada pelo teste de Mann-
Whitney. Os valores de p estéo representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo autor.

Por meio do escore do sepse, foi possivel observar a alteracdo no estado
dos animais 6 e 24 horas apds a aplicagdo do CS ou do procedimento CLP,

evidenciado principalmente por exsudato periorbital, piloerecao, letargia e dificuldade
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respiratéria nos animais submetidos a ambos os modelos de sepse (Figura 6A).
Concomitantemente, os animais sépticos demonstraram um aumento progressivo
nos niveis de lactato no sangue, um marcador amplamente utilizado como indicador
de respiragao anaerobica no quadro séptico. Houve um aumento de 2,3 e 1,5 vezes
de 0 a 6 horas nos grupos CLP e CS, respectivamente. Ainda, a média de lactatemia

do grupo CS aumentou 0,54 vezes de 6 a 24 horas (Figura 6B).

Figura 6 - Acompanhamento do quadro séptico de animais submetidos aos modelos
cecal slurry ou CLP
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Foi utilizado 1 g/kg de CS i.p. (A) Escore de sepse e (B) niveis de lactato no sangue 6 e 24 horas
apo6s a indugdo de sepse. As barras representam a mediana % intervalo interquartil no painel A e
média £ desvio padrdo no painel B. Cada simbolo corresponde ao valor de um animal, n = 12
animais/grupo CLP e n= 10 animais/grupo CS. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas
vias com medidas repetidas, seguido de Tukey. *p < 0,05. Fonte: elaborada pelo autor.

Vinte e quatro horas apds a aplicagdo do CS, os animais demonstraram
diminuicao significativa da pressao arterial média (Figura 7A: controle 101,1 £ 13,7
mmHg; CLP 75,9 £ 7,1 mmHg; CS 64,1 + 11,9 mmHg) e aumento da frequéncia
cardiaca (Figura 7B: controle 240 £+ 35 bpm; CLP 286 + 36 bpm; CS 324 + 48 bpm),
além da diminuicdo severa da resposta pressorica aos vasoconstritores fenilefrina
(Figura 7C) e angiotensina Il (Figura 7D), em comparagdo ao grupo controle.
Resultados semelhantes foram observados no grupo CLP, todavia, os animais
submetidos ao modelo CS demonstraram pressao arterial média basal e a resposta
a angiotensina Il reduzidas em relagao ao CLP (Figura 7A e D), o que também pode

ser visualizado na figura representativa do experimento (Figura 8).
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Figura 7 - Avaliagcado hemodinamica de ratos submetidos aos modelos cecal slurry ou

CLP
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Foi utilizado 1 g/kg de CS i.p. (A) Pressao arterial média, (B) frequéncia cardiaca, (C) resposta a
fenilefrina e (D) a angiotensina Il, 24 horas apds a indugéo da sepse. O grupo controle foi composto
por animais naive (sem intervengdo). Nos paineis A e B, as barras representam a média + desvio
padrao e cada simbolo corresponde a um animal, n=10-11 animais/grupo. A analise estatistica foi
realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey e os valores de p estdo representados acima das
barras. Nos paineis C e D, os simbolos representam a média + desvio padrdo, o n de cada grupo esta
indicado. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguido de Tukey. *p < 0,05 em
relacdo ao grupo controle; #p < 0,05 em relagédo ao grupo CLP. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 8 - Registro tipico do experimento de curva dose-resposta a angiotensina Il
em ratos submetidos aos modelos cecal slurry ou CLP
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Note que além dos grupos CLP e CS demonstrarem pressio arterial menor do que o controle, a
amplitude e duragdo da resposta as doses do vasoconstritor angiotensina |l também estao
diminuidas. Fonte: elaborada pelo autor.

Para investigar se a hipotensdo e hiporreatividade a vasoconstritores do
modelo CS estaria relacionada a vasoplegia, foi realizado a avaliagdo da resposta
contratil em anel de aorta isolada 24 horas pds-sepse. Foi observado uma redugao
significativa da contracdo a fenilefrina nos vasos dos animais CS e CLP em
comparagao as do grupo controle (Figura 9A). Na analise individual da curva
contragao-resposta (CCR), ndo houve diferenga na poténcia (LogCEso) da fenilefrina
(Figura 9C: controle -6,77 + 0,13; CLP -6,75 = 0,29; CS -6,76 £ 0,17), porém, foi
observado a redugao da eficacia (Emax) do vasoconstritor (Figura 9B: controle 1,47 +
0,19 g; CLP 0,95+ 0,19 g; CS 1,08 £ 0,18 g) e area sob a CCR (Figura 9D: controle
3,26 £ 0,53; CLP 2,13 + 0,56; CS 2,41 £ 0,39) nos vasos dos animais de ambos 0s
grupos sépticos, em comparagao ao controle. Além disso, os niveis dos produtos da
oxidagao do NO foram avaliados 24 horas pos-sepse. Foi identificado um aumento
nos niveis plasmaticos de NOx no grupo CS em comparagdao ao grupo controle,

resultados similares foram observados no grupo CLP (Figura 10).
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Figura 9 - Reatividade vascular a fenilefrina em ratos submetidos aos modelos cecal
slurry ou CLP
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Foi utilizado 1 g/kg de CS i.p. (A) Contragédo da aorta a fenilefrina 24 horas apds a indugéo de sepse.
As curvas foram avaliadas de forma individual, obtendo-se os valores de (B) Efeito maximo (Emex), (C)
LogCEso € (D) area sob a curva. O grupo controle foi composto por animais naive (sem intervengéo).
No painel A, os simbolos representam a média + desvio padrdo, o n de cada grupo esta indicado. A
analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias, com medidas repetidas, seguido de Tukey.
O asterisco (*) representa diferenca (p < 0,05) entre os grupos CLP e CS em comparacéo ao grupo
controle. Nos paineis B, C e D, as barras representam a média * desvio padrao e cada simbolo
corresponde a um animal, n=8 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma
via, seguido de Tukey e os valores de p estao representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo
autor.
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Figura 10 - Niveis plasmaticos de nitrato e nitrito de ratos submetidos aos modelos
cecal slurry ou CLP
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Foi utilizado 1 g/kg de CS i.p. O plasma foi obtido vinte e quatro horas apos a indugao de sepse. O
grupo controle foi composto por animais naive (sem interveng¢ao). As barras representam a média *
desvio padrdo e cada simbolo corresponde a um animal, n = 10-11 animais/grupo. A analise
estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey e os valores de p estédo
representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo autor.

Para avaliar a disfuncdo de 6rgaos relacionada a sepse em ambos 0s
modelos experimentais, a funcdo renal foi utilizada como repérter. Os animais
submetidos ao modelo CS demonstraram sinais de disfuncao renal apos 24 horas,
caracterizado pelo aumento dos niveis plasmaticos de creatinina (Figura 11A) e
nitrogénio ureico (Figura 11B), além da diminuicdo do fluxo sanguineo do cortex
renal (Figura 11C) em comparagdao ao grupo controle. Tais alteracbes nao foram

observadas no modelo CLP (Figura 11 A, B e C).
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Figura 11 - Avaliagédo da funcéao renal, vinte e quatro horas apés a indugao de sepse
por cecal slurry ou CLP
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Foi utilizado 1 g/kg de CS i.p. (A) Creatinina plasmatica, (B) nitrogénio ureico e (C) fluxo sanguineo do
cortex renal. O grupo controle foi composto por animais naive (sem intervengdo). As barras
representam a média + desvio e cada simbolo corresponde ao valor de um animal, n=10-11
animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguido de Tukey. No painel
B e C, os dados foram transformados em logaritmo e raiz quadrada, respectivamente, para se obter

distribuicdo normal. Os valores de p, representados acima das barras, referem-se a analise estatistica
dos dados transformados. Fonte: elaborada pelo autor.

A taxa de sobrevivéncia dos animais submetidos a sepse por ambos os
modelos experimentais foi avaliada ao longo de 5 dias. Os modelos CS e CLP
demonstraram um padrdo de mortalidade semelhante, exibindo uma taxa de
sobrevivéncia de cerca de 47% ao final dos 5 dias (Figura 12). Portanto, a indugéo
de sepse por CS demonstrou reproduzir alteragdes cardiovasculares de maneira
semelhante ao modelo CLP e com menor grau de invasividade. Assim, o estudo das

alteragdes cardiovasculares em sobreviventes a sepse foi realizado utilizando o
modelo CS.

Figura 12 - Sobrevivéncia dos animais submetidos ao modelo cecal slurry ou CLP.
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Ratos do grupo CLP foram submetidos a anestesia geral seguida de abertura do peritdnio, ligagéo e
perfuracdo do ceco. Ratos do grupo CS receberam aplicagéo intraperitoneal de uma suspensao de
cecal slurry (1 g/kg i.p.). Em ambos os procedimentos, os animais receberam analgesia com tramadol
(10 mg/kg i.p. + 5 mg/kg i.p. a cada 12 horas por 3 dias) e reposi¢do volémica com solugcao NaCl
0,9% (50 mL/kg, s.c., 37°C). Os simbolos representam a porcentagem de sobrevivéncia de cada
grupo ao longo do tempo, o n de cada grupo esta descrito no painel. A analise estatistica foi realizada
pelo teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon. Fonte: elaborada pelo autor.

4.2 CARACTERIZACAO DO PERIODO DE RECUPERAGAO DA FASE AGUDA
DA SEPSE

Para determinar a duragao do periodo critico do quadro séptico no modelo
CS, os animais foram avaliados 96 horas apds a indugao da sepse. Nesse periodo,
0s animais demonstraram a reduc¢ao do escore de sepse, exibindo a recuperacao da
aparéncia, atividade e respiragao (Figura 13A). Foi observado um aumento do
consumo de ragao dos animais 96 horas pos-sepse, em comparagao ao tempo de
24 horas, porém, ainda foi observado redu¢cdo do consumo em relagédo ao grupo
controle (Figura 13B). Além disso, os animais demonstraram uma redug&o na massa
corporal no tempo de 96 horas (Figura 13C). Foi observado a diminuigao dos niveis
de lactato no sangue (Figura 13D), bem como a restauragao dos niveis glicémicos
(Figura 13E), apos 96 horas. A carga bacteriana do tecido pulmonar demonstrou
uma diminuicdo gradual apdés 24 horas, ndo sendo mais detectado bactérias no
tempo de 96 horas, 15 dias e 30 dias (Figura 13F). Foi observado a presenca de
bactérias no tecido hepatico no tempo de 96 horas, porém, nao houve crescimento

bacteriano nos tempos de 15 e 30 dias (Figura 13G).



63

Figura 13 - Caracterizagao do periodo de recuperagao pos-sepse
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Animais foram submetidos a sepse por cecal slurry (1 g/kg i.p.) e acompanhados ao longo do tempo.
O escore de sepse (A), consumo de ragao (B), lactatemia (D) e glicemia (E) foram avaliados em 96
horas. O grupo controle foi composto por animais naive (sem intervencao). A massa corporal (C) foi
avaliada no mesmo animal, nos tempos 0, 24 e 96 horas. O crescimento de unidades formadoras de
colénia em homogenato hepatico (F) e pulmonar (G) foi avaliado em animais distintos, nos tempos 24
h,48 h, 72 h, 96 h, 15 e 30 dias pds-sepse e comparados com um grupo controle. Nos paineis A, B, F
e H, as barras representam a mediana * intervalo interquartil e cada simbolo corresponde ao valor de
um animal. A analise estatistica foi realizada por Kruskal-Wallis, seguido de Dunn’s. No painel C,
cada simbolo corresponde ao valor da massa de um animal, acompanhado ao longo do tempo, n = 8.
A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via com medidas repetidas, seguido de Tukey.
Nos paineis D e G, as barras representam a média + desvio padrdo e cada simbolo corresponde ao
valor de um animal. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey. Os
valores de p estao representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo autor.
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Também foi observado uma aparente normalizagdo dos parametros
hemodinamicos avaliados 96 horas apdés a indugdo de sepse por CS (pressao
arterial média = 106,6 + 8 mmHg e frequéncia cardiaca = 225 + 29 bpm). Os animais
demonstraram aumento nos valores de pressdo arterial média (Figura 14A),
diminuicado da frequéncia cardiaca (Figura 14B), e aumento da resposta pressérica a
angiotensina Il (Figura 14C), em comparagao ao grupo CS 24 horas, com valores
similares ao grupo controle. Também foi observado uma diminuigdo dos niveis
plasmaticos de NOx 96 horas pds-CS, em comparagdao ao tempo de 24 horas
(Figura 14D).

Figura 14 - Parametros hemodinamicos e niveis de NOx no plasma 96 horas apds a
inducéo de sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por cecal slurry (1 g/kg i.p.) e a pressdo arterial média (A),
frequéncia cardiaca (B), resposta pressdrica a angiotensina Il (C) foram avaliados in vivo apds 24 e
96 horas, sob anestesia. Ao fim do protocolo, o sangue foi coletado e o NOx plasmatico (D) foi
avaliado. O grupo controle foi composto por animais naive (sem intervenc¢ao). Nos paineis A, B e D,
as barras representam a média + desvio padréo e cada simbolo corresponde ao valor de um animal,
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n = 10 animais/grupo controle, n = 11 animais/grupo CS 24 h e n = 8 animais/grupo CS 96 h. A
analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguido de Tukey. Os valores de p estédo
representados acima das barras. No painel C, os simbolos representam a média + desvio padrédo e o
n experimental esta indicado. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguido de

Tukey. *p < 0,05 em relagdo ao grupo controle; #p < 0,05 em relagdo ao grupo CS 96 h. Fonte:
elaborada pelo autor.

Os animais submetidos ao modelo CS também demonstraram a aparente
recuperacao da funcao renal apds 96 horas, evidenciada pela diminuigdo dos niveis
plasmatico de creatinina (Figura 15A) e nitrogénio ureico (Figura 15B), e aumento do
fluxo sanguineo do cértex renal (Figura 15C), em comparacgéo a avaliagao realizada
24 horas p6s-CS. Dessa forma, a partir dos resultados hemodinamicos, de disfungao
de o6rgaos e disseminacao bacteriana, os animais foram considerados sobreviventes
a sepse 96 horas apds a aplicagao do CS.

Figura 15 - Avaligdo da fungéo renal 96 horas apds a indugao de sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por cecal slurry (1 g/kg i.p.) e o plasma foi coletado apoés 24 ou
96 horas para avaliagdo dos niveis de creatinina (A) e nitrogénio ureico (B). O fluxo sanguineo do
cortex renal (C) foi mensurado em animais anestesiados por meio do equipamento laser doppler. O
grupo controle foi composto por animais naive (sem interveng¢ao). As barras representam a média +
desvio padréo e cada simbolo corresponde a um animal (n = 10 animais/grupo controle, n = 11
animais/grupo CS 24 h e n = 8 animais/grupo CS 96 h). A analise estatistica foi realizada por ANOVA
de uma via, seguido de Tukey. Os valores de p estdo representados acima das barras. No painel C,
os dados foram transformados em raiz quadrada para se obter distribuicdo normal e os valores de p
referem-se a analise estatistica dos dados transformados. Fonte: elaborada pelo autor.

43 AVALIACAO DAS ALTERACOES CARDIOVASCULARES EM RATOS
SOBREVIVENTES A SEPSE

A fim de investigar o efeito da sepse no comprometimento cardiovascular a
longo prazo, alteragbes cardiovasculares foram avaliadas 15 e 30 dias pds-sepse,

contudo, alguns parametros foram acompanhados na fase aguda a fim de confirmar
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que os animais de fato passaram pelo quadro séptico. Foi observado aumento do
escore de sepse, diminuigdo da glicemia e aumento de lactatemia 24 horas apos a
aplicagdo do CS. Houve reducdo na massa corporal dos animais 96 horas pés-
sepse, porém, essa diferenga ndo se manteve nos tempos de 15 e 30 dias
(Apéndice C). A taxa de sobrevivéncia foi de aproximadamente 50% até 96 horas e
apos esse periodo, observou-se uma taxa de mortalidade de 8,15%.

Nos animais sobreviventes a sepse, foi observado uma diminuicdo na
pressao arterial média no tempo de 30 dias em comparacao aos de 15 dias, mas
nao em comparagao ao grupo controle (Figura 16A). Nao foi observado variagao
significativa na frequéncia cardiaca (Figura 16B). Também nao houve diferenca na
resposta pressorica ao vasoconstritor fenilefrina entre os grupos experimentais
(Figura 16C). Os ratos submetidos a sepse demonstraram uma resposta pressérica
diminuida a acetilcolina apos 30 dias, evidenciada principalmente nas doses de 10 e
30 nmol/kg. Por outro lado, nao houve diferenca significativa nos sobreviventes a
sepse de 15 dias (Figura 16D).

Figura 16 - Hemodinamica de animais sobreviventes a sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.), tratados com antibiético em 24 horas
(24.000 Ul/kg) e a pressao arterial média (A), frequéncia cardiaca (B) e resposta a fenilefrina (C) e
acetilcolina (D) foram avaliados 15 ou 30 dias poés-sepse. As barras representam a média + desvio
padrdo e cada simbolo corresponde ao valor de um animal, n = 12 animais/grupo. O grupo controle
foi composto por animais sham, 15 e 30 dias ap6s a falsa indugdo (PBS-5% de glicerol; 10 uL/g i.p.).
A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via nos paineis A e B, e ANOVA de duas vias
nos paineis C e D, seguidos de pos teste de Tukey. Os valores de p estao representados acima das
barras. Fonte: elaborada pelo autor.

Apesar de extremamente relevante, a avaliacdo das respostas pressoricas a
vasoconstritores e vasodilatadores sofre a influéncia de diversas respostas
compensatorias, as quais podem mascarar alteragbes vasculares mais sutis.
Portanto, a resposta a vasoativos também foi avaliada em anéis de aorta toracica.
Nao foram detectadas diferengas significativas na contragéo inicial ao KCI 60 mM,
bem como na pré-contragéo a fenilefrina 1 uM (Apéndice D), portanto, a contragao
foi expressa como porcentagem em relacdo ao KCl e o relaxamento como
porcentagem em relacado a pré-contracao a fenilefrina. Nao foi observada diferencga
na resposta contratil a fenilefrina e noradrenalina, bem como no relaxamento a
acetilcolina e nitroprussiato de sédio, nos vasos de ratos 15 dias pos-sepse (Figura
17A, B, C e D). Por outro lado, foi observado um aumento da resposta a
vasoconstritores nos vasos de ratos 30 dias pods-sepse (Figura 18A e B),
evidenciado, principalmente, pelo aumento da area sobre a CCR a noradrenalina em
relagéo ao controle (Controle 265,8 £ 79; CS 30 d 358 + 81). O relaxamento adrtico a
acetilcolina também foi menor em ratos 30 dias pds-sepse, sendo observado o
deslocamento a direita da CCR e aumento do LogCEsoc em comparagado ao grupo
controle (Figura 18C: Controle — 7,4 £ 0,3; CS 30 d — 7,1 £ 0,2). Em contrapartida,
nao houve diferenca no relaxamento induzido por nitroprussiato de sodio (Figura
18D).
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Figura 17 - Avaliacédo da resposta contratil e de relaxamento na aorta de ratos 15
dias pds-sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.). O grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Ambos os grupos foram tratados com antibiético em 24 horas (24.000 Ul/kg) e
avaliados apds 15 dias. Nos paineis A e B, os simbolos representam a média * desvio padrao da
porcentagem de contracédo a fenilefrina (A) e noradrenalina (B) em relagdo a contragdo maxima com
KCI 60 mM por 5 minutos. O grafico de barras representa o efeito maximo (Emax) de cada curva
avaliada de forma individual, em que cada simbolo corresponde a um animal (n = 10 animais/grupo).
Nos paineis C e D, os simbolos representam a média + desvio padrdo da porcentagem de
relaxamento a acetilcolina (C) e nitroprussiato de sodio (D) em relagdo a contragdo maxima com
fenilefrina 1 uyM. O gréfico de barras representa o LogCEso de cada curva avaliada de forma
individual, em que cada simbolo corresponde a um animal (n = 10 animais/grupo). A analise
estatistica das curvas concentragdo-resposta foi realizada por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido de Tukey e dos gréaficos de barras por teste t de Student. Fonte: elaborada pelo
autor.
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Figura 18 - Avaliacédo da resposta contratil e de relaxamento na aorta de ratos 30
dias pds-sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.). O grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Ambos os grupos foram tratados com antibiético em 24 horas (24.000 Ul/kg) e
avaliados apds 30 dias. Nos painéis A e B, os simbolos representam a média + desvio padrao da
porcentagem de contragdo a fenilefrina (A) e noradrenalina (B) em relagdo a contragdo maxima com
KCl 60 mM por 5 minutos. O grafico de barras representa o efeito maximo (Emax) de cada curva
avaliada de forma individual, em que cada simbolo corresponde a um animal (n = 10 animais/grupo).
Nos painéis C e D, os simbolos representam a média + desvio padrdo da porcentagem de
relaxamento a acetilcolina (C) e nitroprussiato de sddio (D) em relagdo a contracdo maxima com
fenilefrina 1 uyM. O gréfico de barras representa o LogCEso de cada curva avaliada de forma
individual, em que cada simbolo corresponde a um animal (n = 10 animais/grupo). A analise
estatistica das curvas concentragcéo-resposta foi realizada por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido de Tukey. *p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. Os graficos de barras foram
avaliados por teste t de Student (*p < 0,05). Fonte: elaborada pelo autor.

Para avaliar a relacdo das alteragdes encontradas com a funcado endotelial
das aortas, a resposta contratil a noradrenalina e vasodilatadora a acetilcolina foram
avaliadas em vasos sem o endotélio preservado (Relaxamento dependente do
endotélio: Controle 9,8 + 12%; CS 30 d 6,45 + 7,9%). Nao foi observado diferenca

entre os anéis do grupo controle e do grupo CS 30 d (Figura 19A e B). Portanto, as
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alteragbes observadas nos anéis de 30 dias sao dependentes da presenca do

endotélio.

Figura 19 - Avaliacdo da resposta contratil e de relaxamento em aortas sem o
endotélio preservado
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.). O grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Ambos os grupos foram tratados com antibidtico em 24 horas (24.000 Ul/kg) e
avaliados apds 30 dias. No painel A, os simbolos representam a média * desvio padrao da
porcentagem de contragao a noradrenalina em relagdo a contragdo maxima com KCI 60 mM por 5
minutos, n = 5 animais/grupo. No painel B, os simbolos representam a média + desvio padrdo da
porcentagem de relaxamento a acetilcolina em relagédo a contragdo maxima com fenilefrina 1 uM, n =
6 animais/grupo. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
seguido de Tukey. Fonte: elaborada pelo autor.

As alteragdes cardiacas em sobreviventes a sepse foram investigadas por
meio da avaliacdo do coragao isolado em preparagdo de Langendorff. Nado foram
observadas diferencas nos parametros PDVE, RPP, dP/dT minima e maxima dos
coragdes em repouso. Entretanto, foi observada uma reducgao significativa da fungao
cardiaca dos animais 30 dias pos-sepse em relacdo ao grupo controle, durante o
desafio com isoprenalina 0,01 nM (Figura 20A-D). A diminuicdo da PDVE e RPP
indica menor forga de contragdo miocardica (Figura 20A e B). Enquanto a diminuigao
das dP/dT minima e maxima sugerem um menor indice de relaxamento e de
contragao ventricular, respectivamente (Figura 20C e D). Essas alteragbes nao

foram observadas no tempo de 15 dias apds a inducao da sepse.
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Figura 20 - Avaliagédo da funcéo cardiaca de animais sobreviventes a sepse em
sistema de Langendorff
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.), tratados com antibiético em 24 horas
(24.000 Ul/kg) e avaliados 15 ou 30 dias pos-sepse. O grupo controle foi composto por animais sham,
15 e 30 dias ap6s a falsa indugéo (PBS-5% de glicerol; 10 uL/g i.p.). Os corag¢des foram perfundidos
retrogradamente (pressao de perfusdo média = 44,2 + 10 mmHg) e os parametros foram registrados
por meio de um baldo de latex inserido no ventriculo esquerdo inflado até presséo fixa (pressao
diastélica do ventriculo esquerdo média = 9 + 0,7 mmHg). O painel A representa a pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo, calculada pela diferenga da pressao sistolica e diastolica. O
produto frequéncia-pressdo (RPP; painel B) foi calculado por meio féormula frequéncia cardiaca x
PDVE/1000. O painel C indica a taxa maxima de diminuicdo da presséo pelo tempo de relaxamento
ventricular (didstole) (dP/dT minima), enquanto o painel D indica a taxa maxima de aumento da
pressao pelo tempo da contragao ventricular (sistole) (dP/dT minima). As barras representam a média
* desvio padréo e cada simbolo corresponde a um animal, n = 6-8 animal/grupo. A anélise estatistica
foi realizada por ANOVA de duas vias, seguido de Tukey. Os valores de p estao representados acima
das barras. Fonte: elaborada pelo autor.

4.4 AVALIACAO DA INIBIGAO DA PDE5 EM RATOS SOBREVIVENTES A
SEPSE

Para a melhor visualizagdo dos resultados, estes foram segregados em
analises in vivo e de marcadores sistémicos (sanguineos e plasmaticos) e,

posterioremente, em avaliagdes ex vivo vasculares e cardiacas.

4.4.1 Analises in vivo e sistémicas
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O efeito do tratamento com tadalafila foi avaliado na hemodinamica de ratos
30 dias poés-sepse. Nao foi observada diferenga nos valores de pressao arterial
média (Figura 21A) e frequéncia cardiaca (Figura 21B) entre os grupos
experimentais. Também nao houve diferenca na resposta pressoérica a fenilefrina
(Figura 21C). Ja a redugao da resposta pressoérica a acetilcolina, observada nos
animais 30 dias pds-sepse, nado foi observada nos animais tratados com tadalafila
(Figura 21).

Figura 21 — Efeito da tadalafila na hemodinamica de animais 30 dias pds-sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 upL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). A pressao arterial média (A), frequéncia cardiaca (B), e resposta a
administragéo intravenosa de fenilefrina (C) e acetilcolina (D) foram avaliadas in vivo, em animais
anestesiados. As barras representam a média + desvio padrao e cada simbolo corresponde ao valor
de um animal, n = 9 animais/grupo controle, n = 12 animais/grupo CS e n = 14 animais/grupo CS +
Tad. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguido de Tukey. Os valores de p
estdo representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo autor.
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Nao foram identificadas alteragdes nos marcadores plasmaticos de funcgéao
renal dos animais 30 dias pds-sepse, com e sem tratamento (Figura 22A e B).
Também ndo houve redugdo no fluxo sanguineo do cértex (Figura 22C). Por outro
lado, os ratos sobreviventes a sepse demonstraram um aumento na inflamacao
sistémica, conforme indicado pelo aumento do numero de leucécitos no sangue
(Figura 23A). A analise diferencial revelou o aumento de granuldcitos, linfécitos e
monacitos no grupo CS 30 d em relagdo ao controle (Figura 23B-D). Nesse aspecto,
o tratamento com tadalafila demonstrou um efeito anti-inflamatoério, ao reduzir o
numero de leucdcitos e granuldcitos no sangue de ratos 30 dias pos-sepse (Figura
23A e B). Nao houve diferengca no numero de eritrocitos e porcentagem de
hematocrito entre os grupos experimentais (Figura 23E e F). J& a avaliacédo de
plaquetas mostrou um aumento no numero e volume de sangue ocupado por
plaquetas (plaquetdcrito) no grupo CS 30 d em comparagao ao CS 30 d tratado com
tadalafila (Figura 23G e H). Nao houve diferenga na avaliagao do perfil hematoldgico
no periodo de 15 dias (Apéndice E).

Figura 22 - Efeito da tadalafila na funcao renal de animais 30 dias pos-sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibiodtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Os niveis de creatinina (A) de nitrogénio ureico (B) foram avaliados no plasma.
O fluxo sanguineo renal (C) foi avaliado em animais anestesiados por meio do equipamento laser
doppler. As barras representam a média + desvio padrao e cada simbolo corresponde ao valor de um

animal, n = 6-14 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguido de
Tukey. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 23 — Efeito da tadalafila em parametros hematoldgicos 30 dias pds-sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 plL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Numero de leucécitos (A), granuldcitos (B), linfécitos (C), mondcitos (D),
eritrécitos (E) e plaquetas (G) no sangue. O volume de sangue ocupado por eritrocitos e plaquetas
estado representados nos paineis F e H, como hematécrito (%) e plaquetdcrito, respectivamente. As
barras representam a média + desvio padrdo e cada simbolo corresponde ao valor de um animal, n =
9 animais/grupo controle, n = 7 animais/grupo CS e n = 8 animais/grupo CS + Tad. A analise
estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey. No painel D, os dados foram
transformados em escala logaritmica para se obter distribuicdo normal. Os valores de p,
representados acima das barras, referem-se a analise estatistica dos dados transformados.

A fim de investigar se ha comprometimento da via de sinalizagdo do NO poés-
sepse, 0s niveis plasmaticos de NOx e GMPc foram avaliados. Nao houve diferenca
nos niveis plasmaticos de NOx e GMPc entre os sobreviventes a sepse tratados com
veiculo e os animais controle, tanto em 15 (Figura 24A e C) quanto em 30 dias
(Figura 24B e D). Entretanto, foi observado um aumento de NOx e GMPc no plasma
dos ratos sobreviventes a sepse tratados com tadalafila nos tempos de 15 e 30 dias
(Figura 24), sugerindo a potencializacdo dessa via de sinalizagdo. Diante disso,
julgou-se necessario avaliar também o efeito do tratamento crénico com tadalafila
nos niveis plasmaticos de NOx e GMPc em animais saudaveis. Em contraste com o
aumento pronunciado em animas sobreviventes a sepse tratados com tadalafila, néo
foi observado aumento de NOx no plasma de animais saudaveis submetidos ao
mesmo tratamento (Figura 25A). Ja os niveis de GMPc foram significativamente
elevados no plasma de animais controle tratados com tadalafila em comparacao aos

demais grupos experimentais (Figura 25B).
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Figura 24 - Efeito da tadalafila nos niveis plasmaticos de NOx e GMPc em ratos
sobreviventes a sepse.

A B

15 dias 30 dias
150 150
0.001 0.036
o . 0.019
= 100 |—| = 100
3 3
= I S— =]
P A P
(@) a (@)
Z 50 Z 50 AA m|E
a tiA
; i : ol ; A
0- ﬂ 04 n i

T T T
Controle Veiculo Tadalafila
Cs

15 dias

T T T
Controle Veiculo Tadalafila
Cs

30 dias

0.006

(o2}
o
1

=]

o
T i
204 08 A
(]
0- 0-
T T T
Controle Veiculo Tadalafila
CS

T T T
Controle Veiculo Tadalafila
CS

Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Os niveis plasmaticos de nitrato + nitrito (paineis A e B) e guanosina
monofosfato ciclico (paineis C e D) foram avaliados 15 e 30 dias pds-sepse. As barras representam a
média + desvio padrdo e cada simbolo corresponde ao valor de um animal, n = 6-14 animais/grupo.
Os valores 206 e 74 foram identificados como outlier nos paineis B e C, respectivamente, e foram
excluidos. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguido de Tukey. Os valores de
p estéo representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 25 - Efeito do tratamento crénico com tadalafila nos niveis plasmaticos de
NOx e GMPc de animais controle
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). Os grupos controle + Tad e CS + Tad receberam
tratamento com tadalafila a partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.o.) até 30 dias, enquanto os demais
grupos receberam o veiculo (5% carboximetilcelulose). Niveis plasmaticos de NOx (A) e GMPc (B).
As barras representam a média + desvio padrao e cada simbolo corresponde ao valor de um animal,
n = 6-14 animais/grupo. O valor 206 foi identificado como outlier no painel A e foi excluido. A analise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias, seguido de Tukey. Os valores de p estdo
representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo autor.

4.4.2 Analises vasculares

Nao foram detectadas diferencas na reatividade adrtica de animais
sobreviventes a sepse, tratados ou ndo com tadalafila, em relagdo ao grupo controle,
no periodo de 15 dias (Apéndice F). Também ndo foi observado diferenga nos
valores de Emax, LOgQCEs50 € area sob a curva, obtidos por meio da analise individual
das CCR a fenilefrina, noradrenalina, acetilcolina e nitroprussiato em aortas de ratos
30 dias pos-sepse, em relagdo ao grupo controle (Tabela 5). Contudo, foram
identificadas diferengas na interacdo do grupo experimental e concentragao
utilizada. Houve um aumento na contratilidade aortica a noradrenalina (10 nM e 30
nM), bem como a diminuigdo no relaxamento a acetilcolina (30 nM; 100 nM; 300nM
e 1 uM) no grupo CS 30 d em comparagao aos controles de mesma idade. Essas

alteragbes nao foram observadas no grupo CS tratado com tadalafila (Figura 26).
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Tabela 5 — Eficacia e poténcia de vasoativos na aorta de ratos 15 dias pos-sepse,

tratados ou ndo com tadalafila, em comparacgéo ao controle

Droga Grupo Emax LogCEso AUC N amostral
Controle 30 d 98,8 + 18,7 -6,63 £ 0,21 208,6 +47,9 10

Fenilefrina Cs 30d 117,8 £ 23,9 -6,64 £ 0,17 249,4 + 64,6 10
CS+Tad 30d 112,4 £ 38,5 -6,65 £ 0,21 240,6 £ 94,3 10
P 0,32 0,99 0,41
Controle 30 d 108,6 + 29,6 -6,99 £ 0,28 265,8 £ 79,3 10

Noradrenalina CS30d 133,7+ 24,7 -7,19 £ 0,31 358,0 £ 81,5 10
CS+Tad 30d 132,9 + 36,2 -7,11 £ 0,25 342,5 + 103,1 10
P 0,13 0,29 0,06
Controle 30 d 94,28 + 2,3 -7,40 £ 0,30 277,8 £ 24,6 10

Acetilcolina Cs 30d 92,24 +25 -7,12 £ 0,25 2425+7,4 10
CS+Tad 30d 91,75+ 5,6 -7,27 £ 0,30 258,5 + 40,7 10
P 0,3 0,10 0,06

Nitroprussiato Controle 30 d 110,4 £ 6,2 -7,71+0,44 346,9 £ 41,6 10

de sodio Cs30d 116,4 £24,0 -7,70£0,34 360,6 + 46,9 10
CS+Tad 30d 104,2 + 8,1 -7,77 £ 0,37 333,9+50,6 10
P 0,21 0,89 0,45

Siglas: Emax — resposta maxima; LogCEs, — logaritmo da concentragdo que gera 50% do Emax; AUC —
area sob a curva; Tad — tadalafila. Os paradmetros foram obtidos por regressao nao linear das curvas
contragao-resposta, considerando quatro parametros. O valor de P corresponde a anadlise estatistica
realizada por ANOVA de uma via. Os dados estao expressos como média + desvio padrédo. Fonte:
elaborada pelo autor.
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Figura 26 - Efeito da tadalafila na resposta contratil e de relaxamento na aorta de
ratos 30 dias pOs-sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Nos paineis A e B, os simbolos representam a média + desvio padrdo da
porcentagem de contragdo a fenilefrina (A) e noradrenalina (B) em relagdo a contragdo maxima com
KCl 60 mM por 5 minutos. O grafico de barras representa o efeito maximo (Emax) de cada curva
avaliada de forma individual, em que cada simbolo corresponde a um animal (n = 10 animais/grupo).
Nos paineis C e D, os simbolos representam a média + desvio padrdo da porcentagem de
relaxamento a acetilcolina (C) e nitroprussiato de sddio (D) em relagdo a contracdo maxima com
fenilefrina 1 uyM. O gréfico de barras representa o LogCEso de cada curva avaliada de forma
individual, em que cada simbolo corresponde a um animal (n = 10 animais/grupo). A analise
estatistica das curvas concentragcéo-resposta foi realizada por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido de Tukey. *p < 0,05 em relagédo ao grupo controle. Os graficos de barras foram
avaliados ANOVA de uma via. Fonte: elaborada pelo autor.

Diante do indicio de disfungdo endotelial, os niveis de NO na aorta de
sobreviventes a sepse foram estimados pela marcacdo com a sonda fluorescente
DAF. Foi observado um aumento de fluorescéncia nas aortas dos animais 30 dias
pos-sepse tratados com tadalafila em comparacdo aos animais tratados com veiculo

(Figura 27B e C). De maneira similar, foi observado um aumento dos niveis de



79

GMPc na aorta dos animais CS tratados com tadalafila, em comparagéo ao grupo
controle, no periodo de 30 dias (Figura 27E). Todavia, ndo foi detectado redugao

desses parametros no grupo CS tratado com veiculo nos periodos avaliados (Figura
27A-E).

Figura 27 - Efeito da tadalafila nos niveis de éxido nitrico e GMPc na aorta de
sobreviventes a sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Os niveis de 6xido nitrico na aorta foram mensurados por meio da sonda
fluorescente diacetato de diaminofluoresceina (DAF) 15 e 30 dias pds-sepse (paineis A e B). A média
de autofluorescéncia (13,6 £ 1 UA) foi descontada de cada quantificacdo, valores negativos foram
excluidos. (C) Imagens representativas da fluorescéncia observada com DAF (em verde) 30 dias pds-
sepse. Os nucleos foram contra-corados com DAPI (em azul). A barra branca representa 100 ym. Os
niveis de GMPc na aorta foram avaliados por ensaio imunoenzimatico 15 e 30 dias pds-sepse
(paineis D e E). Os valores 66 (CS) e 55 (CS + Tad) foram identificados como outlier no painel A, e os
valores 4,59 e 6,72 (Controle) foram identificados como outlier no painel E, e foram excluidos. As
barras representam a média + desvio padrdo e cada simbolo corresponde ao valor de um animal, n =
5-8 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey. Os
valores de p estdo representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo autor.

Visto a relagdo do aumento de EROs com a disfungédo vascular, a sonda
fluorescente DHE foi utilizada para estimar os niveis de superdxido no tecido aértico.
Foi observado um aumento da fluorescéncia de DHE na aorta dos ratos
sobreviventes a sepse tratados com veiculo em comparacédo ao controle no tempo

de 15 dias. Essa elevagao nao foi observada no grupo tratado com tadalafila (Figura
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28A e C). Nao foi observada diferenga entre os grupos experimentais no periodo de
30 dias (Figura 28B).

Figura 28 - Efeito da tadalafila nos niveis de espécies reativas de oxigénio na aorta
de sobreviventes a sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Os niveis de superdxido na aorta foram mensurados por meio da sonda
fluorescente de dihidroetidio (DHE) 15 e 30 dias pds-sepse (paineis A e B). As barras representam a
média + desvio padréo e cada simbolo corresponde ao valor médio de quatro imagens de um animal,
n = 6-8 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey.
Os valores de p estéo representados acima das barras. (C) Imagens representativas da fluorescéncia
observada com DHE (em vermelho) 15 dias pds-sepse. A barra branca representa 100 ym. Para
melhor visualizacdo, o fundo das imagens foi removido pelo método "Subtract Background” no
Imaged, aplicando um raio de rolagem fixo de 300 pixels para as trés imagens. Os nucleos foram
contra-corados com DAPI (em azul). Fonte: elaborada pelo autor.

O efeito da sepse na espessura das camadas da parede vascular foi
avaliado por meio da avaliagao histomorfométrica da aorta apds 15 e 30 dias. Foi
observado uma diminuigdo na espessura da aorta (soma das tunicas intima e média)
de animais sobreviventes a sepse tratados com veiculo ou com tadalafila em relacao
ao controle no tempo de 15 dias (Figura 29A e C). Ja no periodo de 30 dias, houve
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um aumento na espessura do grupo CS, que demonstra medida similar ao controle,
sugerindo um processo de remodelacao vascular pds-sepse (Figura 29 B e C). Por
outro lado, no grupo tratado com tadalafila, os valores observados em 30 dias

permanecem similares aos de 15 dias.

Figura 29 - Efeito da tadalafila na espessura aédrtica de ratos sobreviventes a sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). A espessura das tunicas intima e média (descontando a tinica adventicia) da
aorta foi avaliada 15 e 30 dias pos-sepse (paineis A e B). As barras representam a média + desvio
padrdao e cada simbolo corresponde ao valor médio de oito medidas de um animal, n = 6
animais/grupo. A anadlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey. Os
valores de p estdo representados acima das barras. (C) Imagens representativas das aortas. As
barras pretas representam 200 ym. Para a melhor visualizagdo, o fundo das imagens foi substituido
por branco. Fonte: elaborada pelo autor.

O processo de remodelagdo vascular pode ocorrer por hipertrofia do
musculo liso vascular e/ou alteragdes na matriz extracelular, como deposicao de
colageno. Portanto, a coloracao diferencial de tricrdbmico de Masson foi utilizada para
avaliar a deposig¢ao de fibras colagenas na aorta, coradas em azul. Foi observado
um aumento na deposicdo de colageno nas aortas dos animais sobreviventes a

sepse tratados com veiculo em comparagao ao grupo controle, nos tempos de 15 e
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30 dias. Em contrapartida, nao foi observado diferenga nos animais tratados com
tadalafila pos-sepse (Figura 30A-C).

Figura 30 - Efeito da tadalafila na deposi¢cao de colageno na aorta de ratos
sobreviventes a sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Cortes do tecido vascular foram realizados 15 e 30 dias pds-sepse, corados
com tricromico de Masson. Foi avaliada a porcentagem da &rea corada em azul, proporcional a
quantidade de colageno do tipo | e Ill na aorta (paineis A e B). As barras representam a média +
desvio padrédo e cada simbolo corresponde ao valor médio de quatro imagens de cada animal, n = 8
animais/grupo. A anadlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey. Os
valores de p estao representados acima das barras. (C) Imagens representativas das aortas. As
barras pretas representam 100 um. Para a melhor visualizagao, o brilho de todas as imagens foi
aumentado em 10% e o fundo foi substituido por branco. Fonte: elaborada pelo autor.

4.4.3 Analises cardiacas
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O tratamento com tadalafila atenuou os parametros de disfuncdo cardiaca
observados em ratos 30 dias pds-sepse (Figura 31). Os sobreviventes a sepse
tratados com veiculo demonstraram uma redugdo da PDVE (Figura 31A) e dP/dT
minima (Figura 31C) durante a infusdo de isoprenalina (0,01 nM), em comparacao
aos controles de mesma idade, sugerindo comprometimento na forga de contragao e
relaxamento do ventriculo esquerdo quando submetidos ao estresse, apesar de nao
ser observado comprometimento significativo da taxa frequéncia-pressado e dP/dT
maxima (Figura 31B e D). Ja os animais tratados com tadalafila demonstraram
aumentar significativamente a PDVE, RPP e dP/dT minima em comparagdo aos

animais tratados com veiculo, 30 dias pos-sepse (Figura 31).

Figura 31 - Efeito da tadalafila na fungéo cardiaca de ratos 30 dias pos-sepse em
sistema de Langendorff
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Os animais sépticos receberam CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de glicerol (10
pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) apds 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.). Os coragdes foram perfundidos retrogradamente (presséo de
perfusdo média = 44,0 + 10 mmHg) e os parametros foram registrados por meio de um bal&o de latex
inserido no ventriculo esquerdo inflado até pressao fixa (presséo diastélica do ventriculo esquerdo
média = 8,9 £+ 0,7 mmHg). Foram obtidos os valores basais, bem como apds a administragdo de
isoprenalina 0,01 nM. O painel A representa a pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo,
calculada pela diferenga da presséo sistdlica e diastdlica. O produto frequéncia-presséo (RPP; painel
B) foi calculado por meio férmula frequéncia cardiaca x PDVE/1000. O painel C indica a taxa maxima
de diminuicdo da pressao pelo tempo de relaxamento ventricular (diastole) (dP/dT minima), enquanto
o painel D indica a taxa maxima de aumento da presséo pelo tempo da contragdo ventricular (sistole)
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(dP/dT minima). As barras representam a média + desvio padrdo e cada simbolo corresponde a um
animal, n = 7 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias, seguido de
Tukey. Os valores de p estéo representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo autor.

Diante do efeito da tadalafila nas alteragdes na funcdo cardiaca, os
parametros eletrocardiograficos de ratos 30 dias pds-sepse foram avaliados no
repouso e durante o estresse com isoprenalina (0,03 nmol/kg e 0,3 nmol/kg) (Figura
32). Durante o basal, foi observado apenas o aumento do intervalo PR nos animais
tratados com veiculo, em comparagao aos animais que receberam tadalafila (Figura
28C). Durante o estresse com isoprenalina, foi observado um aumento dos
intervalos QT (Figura 32E) e JT (Figura 32G), bem como o aumento da amplitude da
onda S (Figura 32l) nos sobreviventes a sepse em comparagao ao grupo controle.
Parametros relacionados a fase de despolarizagdo e repolarizagdo ventricular.
Essas alteragdes ndo foram observadas nos sobreviventes a sepse tratados com
tadalafila. Além disso, 0 numero de extrassistoles durante a resposta a isoprenalina
foi quantificado no registro eletrocardiografico. Foram contabilizadas 9, 16 e 5
extrassistoles nos grupos controle, CS e CS + Tad, respectivamente, apos a
administracao de 0,3 nmol/kg de isoprenalina. Na dose de 0,03 nmol/kg apenas uma

extrassistole foi observada, no grupo CS tratado com veiculo.
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Figura 32 - Efeito da tadalafila nos parametros eletrocardiograficos de ratos 30 dias

pos-sepse
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Os animais sépticos receberam CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de glicerol (10
pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) apos 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.). Foram avaliados os parametros basais e apds duas doses
independentes de isoprenalina (0,03 e 0,03 nmol/kg i.v.), em animais anestesiados. (A) Intervalo RR.
(B) Duragdo da onda P. (C) Intervalo PR. (D) Intervalo QRS. (E) Intervalo QT. (F) Intervalo QT
corrigido. (G) Intervalo JT. (H) Intervalo Tpeak Tend. (I) Amplitude S. As barras representam a média
* desvio padrdo e cada simbolo corresponde a um animal, n = 10 animal/grupo controle, n = 10
animal/grupo CS, n = 9 animal/grupo CS + Tad. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas
vias, seguido de Tukey. Os valores de p estdo representados acima das barras. Fonte: elaborada
pelo autor.

O aumento dos intervalos eletrocardiograficos supracitados pode indicar
hipertrofia ou fibrose do tecido cardiaco, visto que ha o atraso na conducéao elétrica.
A avaliacido do tecido cardiaco corado com tricromico de masson revelou um
aumento da area em azul no ventriculo esquerdo, condizente com aumento da
deposicdo de colageno nos animais sobreviventes a sepse em comparagao aos
controles, no periodo de 30 dias (Figura 33B e C). Nao foi observado diferenga no

periodo de 15 dias, bem como nos animais tratados com tadalafila (Figura 29).
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Figura 33 - Efeito da tadalafila na deposi¢ao de colageno no tecido cardiaco de ratos
sobreviventes a sepse

15 dias 30 dias

127 127 0.003
g 9 g 94
= =
3 A = 3

6 A 6
£ o §
o] o$ ©
o 37 o% O 34
~< le) \<

0- 0-

T T T T T T
Controle Veiculo Tadalafila Controle Veiculo Tadalafila
CS CS

Controle ‘ CS+ Tad

\\

Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibiético (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Cortes do tecido cardiaco foram realizados 15 e 30 dias pos-sepse, corados
com tricrébmico de Masson. Foi avaliada a porcentagem da area corada em azul, proporcional a
quantidade de colageno do tipo | e Ill no tecido cardiaco (paineis A e B). As barras representam a
média + desvio padréo e cada simbolo corresponde ao valor médio de quatro imagens de um animal,
n = 8-10 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey.
Os valores de p estdo representados acima das barras. (C) Imagens representativas das fibras
cardiacas. As barras pretas representam 100 um. Para melhor visualizagdo, o brilho de todas as
imagens foi aumentado em 10%. Fonte: elaborada pelo autor.

A hipertrofia do musculo cardiaco foi estimada por meio do peso do coragao
seco em relagdo ao comprimento da tibia ou @ massa corporal de cada animal. Nao
foi identificado aumento desses indices nos grupos experimentais em nenhum grupo
experimental (Figura 34).
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Figura 34 - Efeito da tadalafila no indice de hipertrofia do musculo cardiaco.
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 uL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Niveis de glutationa reduzida (GSH) no tecido cardiaco, 15 e 30 dias pos-sepse
(paineis A e B). Niveis de glutationa oxidada (GSSG) no tecido cardiaco, 15 e 30 dias pos-sepse
(paineis C e D). As barras representam a média + desvio padrao e cada simbolo corresponde ao valor
de um animal, n = 6-8 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via,
seguido de Tukey. Os valores de p estdo representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo
autor.

Os niveis de NO no tecido cardiaco foram estimados pela sonda
fluorescente DAF. Nao foi observado diferenca na fluorescéncia DAF entre os
grupos experimentais 15 e 30 dias pods-sepse (Figura 35A-C). Entretanto, foi
observado o aumento de um dos metabdlitos da oxidagdo do NO, nitrito, no grupo
CS que recebeu veiculo em comparagao ao CS tratado com tadalafila, 15 dias pds-
sepse (Figura 35D). Nao houve diferenga nos niveis de nitrito no tecido cardiaco no
periodo de 30 dias (Figura 35E).
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Figura 35 - Efeito da tadalafila nos niveis de 6xido nitrico e nitrito no tecido cardiaco
de sobreviventes a sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 uL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Os niveis de 6xido nitrico no ventriculo esquerdo foram mensurados por meio
da sonda fluorescente diacetato de diaminofluoresceina (DAF) 15 e 30 dias pos-sepse (paineis A e
B). Foi avaliado 4 imagens de cada animal. (C) Imagens representativas da fluorescéncia observada
com DAF (em verde) 30 dias pos-sepse. A barra branca representa 100 um. Para melhor
visualizagdo, o fundo das imagens foi removido pelo método "Subtract Background” no ImagelJ,
aplicando um raio de rolagem fixo de 200 pixels para as trés imagens. Os nucleos foram contra-
corados com DAPI (em azul). Os niveis de nitrito no tecido cardiaco foram mensurados por
fluorescéncia, 15 e 30 dias pos-sepse (paineis D e E). As barras representam a média + desvio
padrao e cada simbolo corresponde ao valor de um animal, n = 5-8 animais/grupo. A analise
estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey. Os valores de p estédo
representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo autor.

Também néo foi identificado diferenca nos niveis cardiacos de GMPc entre
0s grupos experimental em nenhum tempo avaliado (Figura 36A e B), bem como no
tecido pulmonar, no tempo de 15 dias (Figura 36C). Contudo, o aumento de GMPc
foi observado no tecido pulmonar dos animais CS tratados com tadalafila, 30 dias
pos-sepse, em comparagdo ao grupo CS tratado com veiculo (Figura 36C). O que
pode estar relacionado aos diferentes niveis teciduais de PDE5 e ao efeito

pronunciado da inibigdo crénica dessa enzima.
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Figura 36 - Efeito da tadalafila nos niveis GMPc no tecido cardiaco e pulmonar de
ratos sobreviventes a sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Os niveis de GMPc foram avaliados por ensaio imunoenzimatico 15 e 30 dias
pds-sepse no tecido cardiaco (paineis A e B) e pulmonar (paineis C eD). Os valores 63,6 (CS + Tad)
foi identificado como outlier no painel C, e os valores 106,12 (Controle), 46,56 (CS), 67 e 164 (CS +
Tad) foram identificados como outlier no painel D, e foram excluidos. As barras representam a média
1 desvio padrdo e cada simbolo corresponde ao valor de um animal, n = 7-11 animais/grupo. A
analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido de Tukey. Os valores de p estédo
representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo autor.

A fim de investigar se as alteracdes estruturais do tecido cardiaco estariam
relacionadas a inflamagao tecidual, a atividades das enzimas MPO e NAGase foram
avaliadas. Nao foi observado aumento da infiltragcdo de neutrdfilos e ativagao de
macrofagos nos tecidos cardiacos e pulmonar 15 e 30 dias pos-sepse (Figura 37).
Diante disso, parametros relacionados ao estresse oxidativo foram avaliados. N&o
foi observado diferenca nos niveis de superéxido no tecido cardiaco, bem como na
atividade da enzima NADPH oxidase (Figura 38). Também nao houve diferenca nos
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niveis de glutationa oxidada, 15 e 30 dias pds-sepse e glutationa reduzida, 15 dias
pos-sepse (Figura 39A, C e D). Porém, foi observado um aumento dos niveis de
glutationa oxidada no grupo CS + Tad em comparagao ao grupo CS sem tratamento
no periodo de 30 dias (Figura 39B). Para a melhor visualizagdo dos resultados, um

resumo grafico dos principais efeitos observados foi elaborado (Figura 40).

Figura 37 - Efeito da tadalafila na atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e
N-acetilglucosaminidase (NAGase) no tecido cardiaco e pulmonar de ratos
sobreviventes a sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). O nivel de infiltragdo de neutrdfilos foi estimado por meio do ensaio da MPO,
15 e 30 dias pods sepse nos tecidos cardiaco (paineis A e B) e pulmonar (paineis E e F). A ativagao de
macrdéfagos foi estimada por meio do ensaio da NAGase,15 e 30 dias pds sepse nos tecidos cardiaco
(paineis C e D) e pulmonar (paineis G e H). As barras representam a média + desvio padrao e cada
simbolo corresponde ao valor de um animal, n = 6-8 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada
por ANOVA de uma via, seguido de Tukey. Fonte: elaborada pelo autor.



Figura 38 - Efeito da tadalafila na produgéo de espécies reativas de oxigénio no
tecido cardiaco de sobreviventes a sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 uL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Os niveis de superdxido no ventriculo esquerdo foram mensurados por meio da
sonda fluorescente de dihidroetidio (DHE) 15 e 30 dias pds-sepse (paineis A e B). (C) Imagens
representativas da fluorescéncia observada com DHE (em vermelho) 30 dias pds-sepse, com
ampliagao de 200 vezes. Os nucleos foram contra-corados com DAPI (em azul). A atividade da
enzima NADPHoxidase foi avaliada no tecido cardiaco, por luminiscencia, 15 e 30 dias pds-sepse
(paineis D e E). As barras representam a média * desvio padrao e cada simbolo corresponde ao valor
de um animal, n = 5-8 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via,
seguido de Tukey. Fonte: elaborada pelo autor.



Figura 39 - Efeito da tadalafila no estado redox no tecido cardiaco de ratos
sobreviventes a sepse
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). Niveis de glutationa reduzida (GSH) no tecido cardiaco, 15 e 30 dias pds-sepse
(paineis A e B). Niveis de glutationa oxidada (GSSG) no tecido cardiaco, 15 e 30 dias pds-sepse
(paineis C e D). As barras representam a média + desvio padrdo e cada simbolo corresponde ao valor
de um animal, n = 6-8 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via,
seguido de Tukey. Os valores de p estdo representados acima das barras. Fonte: elaborada pelo

autor.
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Figura 40 - Resumo grafico dos resultados

[Efeito do tratamento com tadalafila nas alteracoes cardiovasculares de ratos SOJ

dias pos-CS
Reducdo da leucocitose Resposta a Ach Remodelagdo vascular Funcdo cardiaca Capacidade antioxidante
Redug3o da plaquetocitose Oxido nitrico GMP ciclico Alteragdes elétricas Remodelag3o cardiaca
IS0
o4% (100 |tew | |8

O tratamento crénico com 5 mg/kg de tadalafila a partir de 96 horas pds-CS mitigou as alteragdes
vasculares e cardiacas encontradas em ratos sobreviventes a sepse, no periodo de 30 dias. A
inibicdo da PDES5 também resultou em reducdo de células inflamatérias no sangue e da
plaquetocitose. Fonte: Elaborado pelo autor em BioRender.com.

5DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que: i) a aplicagdo de CS é um
método adequado para a indugdo de sepse experimental em ratos, visto que as
alteracdes cardiovasculares identificadas foram semelhantes ao modelo CLP e os
marcadores de disfungdo renal foram mais pronunciados; ii) os animais foram
considerados sobreviventes 96 horas po6s-CS, visto a recuperagcao aparente dos
parametros relacionados a fase aguda da sepse; iii) alteragcbes da fungao
cardiovascular foram identificadas no tempo de 30, mas ndo em 15, dias pds-sepse;
iv) o tratamento crénico com o inibidor da PDE5 tadalafila, a partir de 96 horas,
resultou na preservacao da funcao cardiaca, redugcao de leucécitos e plaquetas no
sangue, aumento de NOx e GMPc sistémicos, aumento de GSH no tecido cardiaco
e atenuacao da remodelagao vascular e cardiaca em ratos sobreviventes a sepse.

A reprodutibilidade dos modelos de sepse tem sido discutida ao longo dos
anos (REMICK et al., 2019). O modelo CLP é amplamente utilizado, porém, a dor
relacionada ao processo cirurgico e a falta de quantificacdo da carga bacteriana sao
apontados como fatores de variabilidade (LILLEY et al., 2015). Portanto, o objetivo
inicial deste estudo foi realizar a validacido do modelo CS em ratos, em comparacao

ao modelo CLP. Apesar de ja haver a demonstracdo de que a administragédo
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intraperitoneal de conteudo fecal em ratos induz alteragdes inflamatoérias e lesbes
teciduais (BREALEY et al., 2004; FANG et al., 2020), ndo era descrito se esse
modelo reproduzia a disfungdo cardiovascular que ocorre na sepse aguda. Os
animais submetidos ao modelo CS (1 g/kg) demonstraram hipotensdo severa e
resposta diminuida a vasoconstritores in vivo e ex vivo apos 24 horas, sugerindo que
0s animais se encontravam na fase hipodinamica da sepse. Além disso, o aumento
nos niveis de lactato e marcadores de disfungao renal sugerem perfusio tecidual
inadequada. O aumento dos niveis plasmaticos de NOx sugere o aumento global da
producao de NO, amplamente documentado em modelos de sepse aguda (BARP;
BENEDET; ASSREUY, 2020; ROSALES et al., 2021; VASQUES-NOVOA et al.,
2018). Tais alteragcdes foram observadas de forma semelhante no modelo CLP.
Portanto, o modelo CS oferece vantagens significativas em relagdo ao modelo CLP,
pois elimina a necessidade de procedimento cirurgico e padroniza a quantidade de
conteudo cecal (e, portanto, a carga bacteriana) para a inducdo de sepse
polimicrobiana, representando um avanco para melhorar a reprodutibilidade e
reduzir o sofrimento animal.

A partir da escolha do modelo experimental, o objetivo subsequente foi
determinar em que periodo os animais poderiam ser considerados sobreviventes a
sepse, a fim de definir o inicio do tratamento farmacoldégico. O quadro de sepse
aguda é caracterizado, principalmente, pela presenca de infecgédo, disfuncdo de
orgaos, alteracbes hemodindmicas e metabdlicas (SINGER et al., 2016). Foi
observado uma redugao gradual na carga bacteriana no tecido hepatico e pulmonar
ao longo do tempo pds-CS, ndo sendo detectado a presenca de bactérias no tecido
pulmonar no tempo de 96 horas. Esse resultado indica que os animais estavam se
recuperando do processo infeccioso nesse periodo. Além disso, o0s animais
demonstraram a recuperagao da fungao renal, pressao arterial, frequéncia cardiaca
e resposta a angiotensina Il, e melhora do metabolismo energético, evidenciado pela
redugcdo da hiperlactatemia e hipoglicemia. A aparente normalizacdo desses
parametros indica que os animais ndo estavam mais sob o quadro de sepse aguda,
porém, isso nao significa que houve recuperacao total do estado de saude.

Os niveis de NOx plasmatico reduziram significativamente de 24 para 96
horas pds-sepse. A diminuigdo dos niveis de nitrato e nitrito pode indicar a reducao
da expressao e ativacdo da NOS-2 nesse periodo, provavelmente acompanhado

pela reducdo de mediadores inflamatoérios. Contudo, esses dados n&o foram
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avaliados. Ainda, os niveis de nitrato sdo altamente influenciados pela dieta dos
animais (ALZAHRANI et al., 2021), portanto, a redugao do consumo de ragao pode
ter contribuido para os valores observados.

Assim, o proximo passo foi avaliar a fungdo cardiovascular de ratos
sobreviventes a sepse, nos tempos de 15 e 30 dias. Nao foram identificadas
alteragcbes hemodinamicas, vasculares e cardiacas 15 dias pos-sepse. Por outro
lado, ratos 30 dias pds-sepse demonstraram disfuncdo endotelial e fungdo cardiaca
reduzida frente a um desafio com isoprenalina. Nao foram identificadas alteracoes
significativas na pressao arterial e frequéncia cardiaca, parametros amplamente
utilizados como repérteres da saude cardiovascular. O resultado desse trabalho
indica que o comprometimento cardiovascular pode estar em curso, mesmo em
pacientes pos-sepse com valores hemodinamicos dentro da normalidade,
destacando a importdncia de uma investigacdo aprofundada da saude
cardiovascular.

Foi observado a hiperreatividade adrtica a noradrenalina 30 dias pos-sepse,
0 que pode estar relacionado ao aumento dos mecanismos contrateis (i.e. aumento
na densidade de receptores a-adrenérgicos) ou diminuicdo dos mecanismos anti-
contrateis, como diminuicdo de mediadores quimicos e rigidez arterial. Porém, a
auséncia de diferenca na contracdo a noradrenalina em aortas sem endotélio
preservado favorece a ultima hipotese. Além disso, foi observado a diminuicdo da
poténcia da acetilcolina, um vasorelaxante dependente da liberagdo de NO
endotelial, mas nao houve diferenga na vasodilatacdo induzida pelo doador de NO
nitroprussiato de sodio, sugerindo disfuncédo endotelial.

A inflamacao é um fator de risco para doengas cardiovasculares que esta
relacionado a ativagdo e dano da célula endotelial. A disfungdo endotelial é
caracterizada por desregulagcdo do tdénus vascular, aumento da permeabilidade,
adesdo e agregacao, sendo que a reducdo da vasodilatagcdo dependente do
endotélio € um marco importante para o comprometimento vascular (VANHOUTTE
et al., 2017). No quadro de sepse aguda, o endotélio sofre diversas alteragdes, as
quais envolvem a ativagao de vias inflamatdrias, expressao de moléculas de adesao,
aumento de EROs, perda de glicocalice, ruptura de moléculas de juncao celular e
aumento de atividade pro-coagulante (revisado em DOLMATOVA et al., 2021). Além
disso, embora haja liberagcdo massiva de NO, principalmente pela expressao de

NOS-2 em células do sistema imune, também é observado a redugao da atividade
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da NOS-3 (SCOTT et al.,, 2002), a qual resulta em diminuicdo da resposta a
acetilcolina nos vasos de camundongos 24 horas pés-CLP (HU et al.,, 2021).
Contudo, pouco se sabe sobre a recuperacao do dano endotelial pés-sepse.

Interessantemente, os sinais de disfungdo endotelial foram observados
apenas 30 dias p6s-CS, indicando uma recuperagao transitoria da fungcéo vascular
no periodo de 15 dias. Em um estudo em ratos submetidos ao modelo CLP, nao foi
observado alteragdo na resposta vasorelaxante da acetilcolina na aorta, apos 30 e
60 dias (DE SOUZA et al., 2016). Ja Merd;ji et al., (2021) demonstraram a diminuigéo
do relaxamento a acetilcolina e da resposta contratil a fenilefrina em anéis de aorta
90 dias p6s-CLP. Esses estudos ressaltam a dificuldade de identificar padrdes nos
efeitos da sepse sobre a fungéo vascular ao longo do tempo.

Foi identificado prejuizo na contracéo e relaxamento ventricular de ratos 30
dias p6s-CS durante um desafio com o agonista B-adrenérgicos isoprenalina. De
maneira similar, um trabalho observou a diminuigdo da resposta ao agonista [3-
adrenérgicos dobutamina na press&o cardiaca intravascular e dP/dT maxima de
ratos 30 dias pos-CLP (CORREA, 2021). A diminuicdo da resposta a esses
agonistas pode estar relacionada a dessensibilizagcado e internalizacdo de receptores
B-adrenérgicos no tecido cardiaco, mecanismo ja demonstrado na sepse aguda
(DAL-SECCO et al., 2017). Porém, nao foi observada diferenca da resposta a esse
cardioativo no tempo de 15 dias pds-sepse, indicando uma aparente recuperagao na
densidade dos receptores. E possivel sugerir que as alteragdes funcionais
observadas sao o resultado de alteragdes inflamatérias e lesées teciduais ocorridas
na fase aguda, que podem se agravar ao longo do tempo, e se manifestar sob
condicdes de estresse, como por exemplo, 0 aumento do trabalho cardiaco induzido
pela isoprenalina.

De maneira geral, esses resultados corroboram outros dados da literatura
que sugerem que O quadro séptico pode induzir alteragdes cardiovasculares
funcionais & longo prazo (DE SOUZA et al., 2016; MERDJI et al., 2021; NOBREGA,
2021; CORREA, 2021), devendo ser considerado como um fator de risco
cardiovascular por si sO. Atualmente, ndo ha diretriz que guie o tratamento do
paciente séptico apds a alta hospitalar, principalmente no que diz respeito a
prevencdo de risco cardiovascular. Considerando a importancia da via de
sinalizagao do NO na homeostase cardiovascular, e a possibilidade de que essa via

esteja comprometida apds a sepse, 0 proximo objetivo foi investigar o impacto do
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aumento dos niveis de GMPc por meio do tratamento crénico com a tadalafila, na
prevencao das alteragdes cardiovasculares pds-sepse.

O tratamento de ratos 30 dias pos-sepse com tadalafila atenuou o prejuizo
na resposta a acetilcolina in vivo e ex vivo, sugerindo atuar na prevengédo dos
achados relacionados a disfungao endotelial. Corroborando com esses achados, o
tratamento crénico de ratos espontaneamente hipertensos com um inibidor da
PDES5, demonstrou aumentar o relaxamento a acetilcolina, além de reverter o
aumento da resposta vasoconstritora a fenilefrina (TEIXEIRA-DA-SILVA et al., 2019;
YAGUAS et al.,, 2010). No presente estudo, o efeito da tadalafila em reduzir a
hiperreatividade a noradrenalina nao foi evidente, pois diante de um tamanho de
efeito pequeno, quando inserido um terceiro grupo experimental (CS + Tad) foi
observado uma reducdo do poder de teste e, consequentemente, de diferencas
significantes. Isso se deve as alteragdes sutis observadas na aorta. E possivel que
esse efeito fosse mais evidente em vasos de resisténcia. No entanto, como o
objetivo deste estudo foi avaliar aspectos sistémicos, cardiacos e vasculares, a aorta
foi inicialmente utilizada como reporter das alteragcbes vasculares devido a sua
acessibilidade. Seria interessante avaliar vasos de resisténcia em futuros estudos
aléem de veias, considerando que eventos tromboéticos nesses segmentos
representam um aspecto clinico relevante nesses pacientes. Vale a pena destacar
também que no presente estudo, a sepse foi induzida em ratos adultos sem
comorbidades, o que nao reflete plenamente a realidade clinica. Portanto, a
utilizagdo de ratos idosos ou um maior tempo experimental, somados a um outro
fator estressante, como uma segunda infec¢do, poderia aumentar a magnitude da
diferenga encontrada.

Além disso, os sobreviventes a sepse de 30 dias, mas ndo de 15 dias,
demonstraram leucocitose periférica. O curso inflamatério e imunoldgico na sepse
nao segue um padrao linear. No estudo de Assis et al. (2024), foi observado que,
apo6s a resposta hiperinflamatoéria aguda, camundongos submetidos a sepse por CS
apresentaram leucopenia transitoria 3 dias apdés a inducdo, com posterior
recuperacao no tempo de 21 dias. No entanto, os autores identificaram alteracbes
fenotipicas em células T CD4*, que persistiram por até 9 semanas pés-CS. Esse
fendtipo alterado, caracterizado principalmente pelo aumento da produgcdo de
interleucina 17 (IL-17), foi associado a prejuizo na formagao de uma resposta imune

eficaz a uma infecgdo secundaria por Klebsiella pneumoniae (ASSIS et al., 2024).



98

Portanto, apesar de ser observado um aumento do numero de leucacitos circulantes,
alteracgdes funcionais dessas células podem comprometer a resposta imunoldgica. O
tratamento com tadalafila demonstrou reduzir o numero de leucdcitos circulantes, o
que pode estar relacionado aos efeitos anti-inflamatérios do aumento de GMPc
(ISIDORI et al., 2021). Notavelmente, foi observado um aumento no numero de
plaquetas nos ratos 30 dias pds-CS, o qual foi reduzido pelo tratamento com
tadalafila. O aumento de plaquetas em sobreviventes a sepse ja foi demonstrado em
ratos 30 dias po6s-CLP (CORREA, 2021), e pode estar relacionado ao aumento de
eventos tromboembdlicos. A redugdo de plaquetas nos animais tratados com
tadalafila pode estar associada ao aumento de NOx e GMPc plasmatico, que
interferem em plaquetas, inibindo a sua agregagdo (ANTL et al., 2007). Contudo,
experimentos adicionais para a avaliacdo da fungdo plaquetaria pos-sepse seriam
necessarios para investigar a sua relevancia biolégica, bem como o possivel efeito
protetor do tratamento com tadalafila.

Interessantemente, foi observado aumento de NOx no plasma de ratos
sobreviventes a sepse tratados com tadalafila, mas ndo em animais saudaveis
submetidos ao mesmo tratamento. Isso sugere que o aumento dos niveis de NO por
meio da inibicdo da PDE5 pode ser favorecido pelo estado pds-sepse, mas o
mecanismo pelo qual isso ocorre nao foi elucidado. A utilizagdo da dosagem de
nitrato e nitrito como repérter dos niveis de NO nao é especifica, visto que a
alimentacgao, excrecao renal, pH e flora bacteriana sao fatores que podem interferir
na analise. Contudo, os animais sépticos tratados com tadalafila também
demonstraram aumento de NO na aorta aos 30 dias pela sonda fluorescente DAF,
aumentando a confiabilidade dos resultados observados. Um possivel mecanismo
envolve a regulagao positiva da NOS-3, cuja expressao ja foi descrita como reduzida
na aorta de ratos 90 dias pds-sepse (MERDJI et al., 2021).

A relagao positiva entre a produgao de NO endotelial e o efeito dos iPDE5S
também foi descrita por Teixeira-da-silva et al. (2019), que demonstraram que o0s
efeitos protetores de um iPDES5 no vaso foram abolidos em anéis sem endotélio ou
inibindo NOS-3. Além disso, estudos prévios demonstraram que o tratamento com
tadalafila aumentou a expressao génica e proteica de NOS-3, enquanto reduziu a de
NOS-2, em modelos experimentais de artrite e lesdo renal (ABDEL-RAHMAN et al.,
2024; AZOUZ; SALEH; ABO-SAIF, 2020).
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Ainda, o aumento de superéxido e formagdo de ONOO- pode resultar na
diminuicdo da biodisponibilidade de NO. O trabalho de Souza et al., (2016)
identificou 0 aumento de nitrotirosina, o qual reflete maiores niveis de ONOO-, na
aorta de ratos 60 dias pds-sepse. O tratamento com iPDE5 ja foi associado a
diminuicdo de EROs na aorta de ratos hipertensos (TEIXEIRA-DA-SILVA et al.,
2019), logo, o aumento de NO também poderia estar relacionado aos efeitos
antioxidantes exercidos pela tadalafila. Porém, o aumento de superéxido vascular foi
observado apenas em 15 e ndo em 30 dias pds-sepse. A avaliagao dos niveis de
nitrotirosina seria essencial para avaliar essa hipotese.

Aos 15 dias, também foi observado a reducédo da espessura adrtica. Esse
achado pode refletir apoptose celular ocorrida na fase aguda da sepse (POWER,;
FANNING; REDMOND, 2002; ZHANG et al., 2025). Nesse contexto, ambos os
grupos submetidos ao modelo CS demonstraram essa hipoplasia.
Interessantemente, aos 30 dias, somente o grupo tratado com tadalafila manteve a
espessura da aorta reduzida. Esse achado esta provavelmente relacionado ao
aumento do remodelamento vascular no grupo CS sem tratamento, o qual foi
observado por meio do aumento da deposicao de colageno. O tratamento com
tadalafila atenuou essa remodelacdo, o que pode estar relacionado a um efeito
antioxidante sutil, observado por meio da prevencao da identificagdo de superdxido
na aorta de animais 15 dias p6s-CS, além do aumento de NO e GMPc nesse tecido.
Ainda, o aumento de colageno vascular pos-sepse € corroborado pelo estudo de
Merdji et al., (2021), que identificaram o aumento da expressdo de metaloproteinase
da matriz extracelular 9 (MMP-9) na aorta de ratos 90 dias pds-sepse.

Além disso, apesar de os sobreviventes a sepse tratados com tadalafila
demonstrarem niveis plasmaticos de GMPc maiores que o grupo controle e CS +
veiculo, os niveis desse nucleotideo ciclico no plasma de animais saudaveis
tratados com tadalafila foi expressivamente mais elevado. Esse resultado sugere
alteracbes nessa via de sinalizagdo em sobreviventes a sepse. Uma hipotese seria o
aumento da expressao ou atividade da enzima PDES. Entretanto, n&o foi identificado
a diminui¢ao nos niveis de GMPc no plasma, tecido vascular, cardiaco ou pulmonar
de ratos sobreviventes a sepse tratados com veiculo. Portanto, a avaliacdo da
atividade das enzimas GCs e PDE5, bem como da PKG seria essencial para avaliar

essa hipotese.
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Nesse trabalho, também foi observado que o tratamento com tadalafila
potencializou a via do NO de forma mais pronunciada no tecido vascular do que no
tecido cardiaco, sendo que n&o houve aumento significante nos niveis de GMPc no
coracao. De fato, é descrito que os niveis de PDES5 s&o menores no tecido cardiaco,
chegando a demonstrar expressao cerca de 15 vezes menor do que no tecido
pulmonar (CORBIN et al., 2005). Apesar disso, a administracdo de tadalafila
claramente preveniu o prejuizo na fungao cardiaca de ratos sobreviventes a sepse,
ao restaurar a contratilidade e relaxamento do ventriculo esquerdo durante o desafio
com isoprenalina. A administragdo intravenosa de isoprenalina € uma abordagem
que pode ser utilizada na clinica para a identificacdo de alteragdes cardiacas,
principalmente arritmogénicas (DENIS et al., 2014). Nesse sentido, ratos 30 dias
pOs-CS apresentaram alteragdes eletrocardiograficas, destacando-se a aumento do
intervalo QT e amplitude da onda S, sugerindo um atraso na conducgao elétrica do
coragao, o que pode aumentar o risco de reentradas e arritmias. O tratamento com
tadalafila atenuou parcialmente esses achados, pois ndo foi identificada diferenca
em relagdo ao grupo controle.

A alteracao desses parametros eletrocardiograficos pode ser desencadeada
por multiplos mecanismos, incluindo a disfungdo no relaxamento diastdlico, além de
lesdes cardiacas, degeneragdo do né sinusal, inflamacao tecidual, hipertrofia ou
fibrose. Nao foi observado infiltrado de neutrdfilos e ativacdo de macrofagos no
tecido cardiaco, utilizados como marcadores de inflamagao aguda e crénica. Mesmo
assim, alteragdes fenotipicas nesses grupos celulares podem estar presentes, as
quais podem ser interessantes de serem avaliadas por meio de outras técnicas,
como citometria de fluxo. Em relacdo as alteragdes estruturais, foi observado o
aumento da deposi¢ado de colageno no ventriculo esquerdo de ratos 30 dias pods-
sepse, o que corrobora os resultados funcionais observados. Porém, nao foi
identificada hipertrofia cardiaca nesse tempo experimental.

O tratamento com tadalafila atenuou esse processo de remodelagao
tecidual. Numerosas pesquisas tém sugerido o efeito protetor dos iPDES no tecido
cardiaco. O tratamento crénico com um iPDE5 demonstrou atenuar hipertrofia e
fibrose cardiaca, além de melhorar a fracdo de ejecao em modelos experimentais de
insuficiéncia cardiaca ou hipoxia intermitente cronica (LI et al., 2024; LU et al., 2010).
Além disso, um estudo demonstrou que a sildenafila aumentou a fungdo mitocondrial

de coragdes e cardiomidcitos submetidos a isquemia-reperfusao, os efeitos foram
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dependentes de NO e ativagcdo de canais mitocondriais (mitoKATP e mitoBK)
(SALLOUM et al., 2003). No presente trabalho, ndo foi identificado o aumento da
produgao ou niveis de EROs, bem como de estresse oxidativo no tecido cardiaco,
entretanto, os sobreviventes a sepse tratados com tadalafila demonstraram um
aumento da capacidade antioxidante nesse tecido.

Dessa forma, o efeito benéfico da tadalafila pode ser justificado pelas
propriedades antioxidantes, anti-proliferativas e anti-hipertréficas, que previnem
alteracdes estruturais nos tecidos cardiaco e vascular. Esses efeitos s&o descritos
como consequéncia do aumento de GMPc e ativacdo da PKG (NAKAMURA,;
TSUJITA, 2021). Contudo, ndo podemos descartar a possibilidade de efeitos
pleiotrépicos mediados pela tadalafila, pois ndo é elucidado se essa molécula atua
em outros alvos além da PDES5. A ampla distribuicdo e expressao dessa enzima
justifica a gama de efeitos associados a sua inibicdo. Ainda assim, seria interessante
investigar a contribuicdo de efeitos indiretos para os resultados observados, como
por exemplo, a participagdo do cross-talk entre os nucleotideos ciclicos GMPc e
AMPc (ZACCOLO 2007), e o aumento dos niveis de NO, que medeia efeitos
dependentes e independentes da ativacdo da via GCs/GMPc/PKG (FARAH;
MICHEL; BALLIGAND, 2018).

Este estudo apresentou limitagdes. A utilizagdo de protocolos experimentais
prolongados e procedimentos terminais impossibilitaram que todas as analises
fossem realizadas no mesmo animal, impedindo a analise de correlagdo entre os
resultados. Em relagdo as analises hemodindmicas e eletrocardiograficas, foi
utilizado animais anestesiados, o que embora reproduza algumas condigdes
clinicas, pode gerar interferéncia nos valores observados. Contudo, visto que todos
0s animais passaram pelo mesmo protocolo anestésico, ndo é esperado que esse
fator interfira na diferenga encontrada entre grupos experimentais. Mesmo diante do
refinamento do modelo de sepse experimental, o estudo de sobreviventes a sepse
exigiu a utilizagdao de uma grande quantidade de animais experimentais, diante da
sobrevivéncia de cerca de 50% dos animais submetidos a CS. Portanto, estratégias
para reduzir a mortalidade, como o inicio precoce do protocolo antimicrobiano,
podem ser importantes para otimizar futuros estudos. E possivel refletir ainda, que
mesmo diante do mesmo insulto, nem todos os animais sobreviventes a sepse irao
desenvolver as mesmas sequelas, refletindo a heterogeneidade intrinseca de cada

organismo, igualmente observada na clinica. Nesse estudo inicial, foram utilizados
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apenas ratos machos, contudo sabe-se que existem diferengas importantes no
quadro de sepse aguda relacionadas ao sexo biolégico. Portanto, a confirmacgéao
desse resultado em fémeas sobreviventes a sepse, bem como a investigacdo de
possiveis diferencas na manifestacao de alteragcbes cardiovasculares e resposta ao

tratamento com tadalafila, € de extrema relevancia.

6 CONCLUSAO

Em conclusdo, o modelo cecal slurry induziu disfuncdo de o6rgaos e
alteragdes cardiovasculares observadas na fase aguda da sepse (24 horas),
aparente recuperagdao dos sobreviventes (96 horas), e desenvolvimento de
disfuncdo endotelial e cardiaca na fase tardia (30 dias). O tratamento crénico com
tadalafila (a partir de 96 horas) atenuou parte das alteragbes tardias, ao reduzir
remodelagao tecidual e marcadores de inflamacéao sistémica, potencializar a via de
sinalizagdo do oxido nitrico na aorta, aumentar a capacidade antioxidante do tecido
cardiaco e prevenir alteragdes da funcédo cardiaca. Este estudo € o primeiro a
explorar a inibicdo da PDE5 como estratégia terapéutica em sobreviventes a sepse.
Os achados sugerem que o aumento dos niveis de GMPc por meio da tadalafila
pode ser benéfico, contudo, o mecanismo envolvido no prejuizo da via de
sinalizagdo do NO pds-sepse nao foi totalmente esclarecido e ainda necessita ser

elucidado.
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APENDICE A - Viabilidade de bactérias em preparacdes de cecal slurry

Numero do lote Log UFC/mL (a fresco) Experimentos
CS-230914 7,97 Avaliagdo hemodinamica
CS-240221 7,95 Avaliacdo em aorta isolada
CS-241119 8 Avaliagdo em coracao isolado

As preparagdes de cecal slurry foram realizadas em trés momentos, utilizando animais doadores. As
suspensdes a fresco foram incubadas em agar Mueller Hinton a 37 °C e a quantidade de unidades
formadoras de coldnia foi contabilizada apds 24 horas. O resultado foi expresso como Log UFC/mL.
Ao lado, estédo descritos os experimentos em que os lotes de CS foram utilizados.
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APENDICE B - Resposta hipotensora 1 hora apés administragdo oral de 5

mg/kg de tadalafila em ratos sem intervengao
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Controle  Tadalafila
5 mg/kg

Animais sem intervengdo (naive) receberam a administragao oral de tadalafila 5 mg/kg e a presséo
arterial invasiva foi avaliada apds 1 hora. Foi observado uma reducgdo da pressao arterial média nos
animais de 105,9 + 8,5 para 92,62 + 5,6 mmHg nos animais que receberam tadalafila. As barras
representam a média + desvio padrdo e cada simbolo corresponde ao valor de um animal, n = 4
animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por teste T de Student. Os valore de p esta
representado acima da barra. Fonte: elaborada pelo autor.
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APENDICE C - Caracterizagdo do quadro séptico agudo dos animais avaliados

15 e 30 dias pos-sepse
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Animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e os controles receberam PBS-5% de glicerol
(10 pyL/g i.p.). O escore de sepse (A), massa corporal (B), glicemia (C) e lactato sanguineo (D) foram
acompanhados nos tempos 0, 24 e 96 horas apds a aplicagdo (n = 20 animais/grupo). Porcentagem
de sobrevivéncia ao longo de 4 dias de acompanhamento dos animais submetidos a sepse (E). O
painel E representa a massa corporal dos animais apés 15 e 30 dias (n = 20 animais/grupo em 96
horas; n = 10 animais/grupos de 15 e 30 dias). As barras representam a média + desvio padréo e
cada simbolo corresponde ao valor de um animal, n = 20 animais/grupo. A analise estatistica foi
realizada por ANOVA de duas vias seguido de Tukey. * p < 0,05. Fonte: elaborada pelo autor.
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APENDICE D - Parametros obtidos em anel de aorta isolado de sobreviventes

a sepse em comparagao a controles de mesma idade.

Contracao inicial a KCI 60 mM, contracao inicial a fenilefrina 1 yM e porcentagem de relaxamento a
acetilcolina 1 yM na aorta de ratos 15 e 30 dias pds-sepse, tratados ou ndo com tadalafila, em
comparagao ao controle

15 dias 30 dias
Grupo Controle CS CS+ P Controle CS CS+ P
Tad Tad
Contragdao a 5
; 1.24 1.08 113 123 123 1.21
g')" KCI6OmM . v45 1016 2023 %70 4018  +014 z016 09
g;;’l‘lgfrf::f 1.28 1,12 122 1,02 1.20 120 o
+0,29 +0,41 +028 7 +0,13 +026 +027 7
MM (g)
Relaxamento a
acetilooling 1 90,27 86,81 9017 ooy 9231 91,48 8963 45

+5,25 + 4,65 + 5,04 +4,27 4,77 +5,33

HM (%)

Os parametros foram obtidos por regressao nao linear considerando quatro parametros. O valor de P
corresponde a analise estatistica realizada por ANOVA de uma via. Os dados estdo expressos como
média + desvio padrédo. Fonte: elaborada pelo autor.
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APENDICE E - Perfil hematolégico de animais 15 dias pos-sepse

A Leucécitos B Granulécitos C Linfocitos
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Os animais foram submetidos a sepse por CS (1 g/kg i.p.) e o grupo controle recebeu PBS-5% de
glicerol (10 pL/g i.p.). Todos os grupos foram tratados com antibidtico (70% benzilpenicilina e 30%
estreptomicina) em 24 horas (24.000 Ul/kg). O grupo CS + Tad recebeu tratamento com tadalafila a
partir de 96 horas (5 mg/kg/dia v.0.), enquanto os demais grupos receberam o veiculo (5%
carboximetilcelulose). O numero de leucécitos (A), granuldcitos (B), linfocitos (C), eritrocitos (D) e
plaquetas (F) no sangue. O volume de sangue ocupado por eritrécitos esta representado no painel E,
como hematdcrito (%). As barras representam a média + desvio padrao e cada simbolo corresponde
ao valor de um animal, n = 6 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via,
seguido de Tukey. Fonte: elaborada pelo autor.
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APENDICE F — Avaliagdo da reatividade vascular em animais 15 dias p6s-sepse

Tabela — Eficacia e poténcia de vasoativos na aorta de ratos 15 dias pds-sepse, tratados ou ndo com
tadalafila, em comparacdo ao controle.

Droga Grupo Emax LogCEso AUC N amostral
Controle 15 d 11,7 £ 14,2 -6,66 + 0,20 234,8 +45,3 10

Fenilefrina Cs15d 119,0 £ 32,0 -6,54 £ 0,35 241,8+92,9 10
CS+Tad 15d 127,7 + 26,2 -6,53 £ 0,22 256,9 + 73,9 9
P 0,39 0,53 0,8
Controle 15 d 125,7 £ 19,2 -7,22 £ 0,41 327,6 £ 65,8 10

Noradrenalina CS15d 149,6 + 31,9 -6,95+ 0,34 353,7 £104,5 10
CS+Tad 15d 149,7 + 46,8 -6,86 + 0,48 351,3+151,6 9
P 0,21 0,16 0,85
Controle 15 d 92,92 +5,8 -7,34 £ 0,25 268,0 + 28,8 10

Acetilcolina Cs15d 92,56 + 4,4 -7,40 £ 0,57 273,2 + 62,1 10
CS+Tad 15d 92,11 +4,8 -7,14 £ 0,33 246,8 + 33,7 10
P 0,93 0,32 0,38

Nitroprussiato Controle 15d 107,1 £ 10,2 -7,90 £ 0,47 348,7 + 44,2 10

de sédio Cs15d 106,7+7,3 -9,40 £ 4,25 356,5 + 44,6 10
CS+Tad 15d 103,0+5,3 -7,70 £ 0,48 324,7 £ 45,8 10
P 0,45 0,26 0,27

Siglas: Emax — resposta maxima; LogCEs, — logaritmo da concentragdo que gera 50% do Emax; AUC —
area sob a curva; Tad — tadalafila. Os parametros foram obtidos por regresséo nao linear das curvas
contragao-resposta, considerando quatro parametros. O valor de P corresponde a analise estatistica
realizada por ANOVA de uma via. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. Fonte:
elaborada pelo autor.
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