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RESUMO

A sepse ¢ definida como uma disfungdo de 6rgaos potencialmente fatal, causada por uma
resposta desregulada do hospedeiro frente a uma infec¢do. Sendo assim, ¢ uma séria
complicagdo que culmina em uma desordem inflamatéria complexa e sistémica, afetando
quaisquer 6rgaos do corpo através de diversos mediadores. Dentre os sistemas afetados, o
cardiovascular ¢ um dos principais acometidos, levando os pacientes a apresentarem alte-
racdes hemodinamicas mediadas por perda intrinseca de fluido nos vasos, perda do tonus
vascular, depressdo miocardica, redistribui¢do microcirculatoria do fluxo sanguineo e
outros fatores que, em ultima andlise, levam a uma hipotensdo arterial persistente e refra-
taria. Dados na literatura frequentemente apontam para uma participagao deletéria do 6xi-
do nitrico na instalacdo e manutengao deste estado hipotenso. Entretanto, para contrapor a
isquemia induzida pelas altas concentragdes de catecolaminas enddgenas e exdgenas que
circulam na tentativa de aumentar a pressao arterial, algumas evidéncias indicam a neces-
sidade de agentes que possam manter os tecidos devidamente perfundidos, de modo a
evitar ainda mais danos nos 6rgaos. Neste sentido, buscamos neste trabalho avaliar o efei-
to da inibi¢do da enzima fosfodiesterase 5 em um modelo experimental de sepse em ratos,
visando a melhora nos parametros de disfuncdo de 6rgdos via aumento de cGMP e, con-
sequentemente, a preservagdo da perfusdo tecidual. Para isso, ratos da linhagem Wistar
(90 dias, 250 — 350 g, CEUA n° 6005071118) foram distribuidos aleatoriamente em 2
grupos: CLP, nos quais foram realizados os procedimentos de ligadura e perfuragdo do
ceco, e o grupo falsa-cirurgia (Sham). Oito horas apds as cirurgias, os animais foram no-
vamente randomizados para receber veiculo (DMSO, 0,2 mL/kg, s.c.) ou os inibidores de
fosfodiesterase 5 sildenafil (10 mg/kg, s.c.) ou tadalafil (2 mg/kg, s.c.). Vinte e quatro
horas apds o CLP, foram analisados diferentes parametros cardiovasculares, inflamatorios
e metabolicos. Em compara¢cdo com os animais dos grupos Sham, os animais sépticos
apresentaram hipotensdo arterial refrataria, taquicardia e redu¢do do fluxo sanguineo re-
nal. Além disso, o CLP reproduziu alteracdes fisiopatoldgicas observadas na clinica em
diferentes sistemas, como o aumento da infiltragdo de neutréfilos no tecido cardiaco, o
aumento exacerbado nos niveis plasmaticos de NOx, redu¢do nos niveis de BH4 na urina,
bem como hipoglicemia e aumento nos niveis de diferentes marcadores sanguineos de
dano tecidual. De modo geral, apesar da necessidade de novas terapias adjuvantes para o
tratamento das desordens microcirculatoria na sepse, a interven¢ao com inibidores de
PDES no protocolo experimental utilizado demonstrou pouca ou nenhuma interferéncia
nos parametros avaliados.

Palavras-chave: Sepse. CLP. Sildenafil. Tadalafil. cGMP.






ABSTRACT

Sepsis is defined as a life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host
response to infection. Therefore, it is a serious complication that culminates in a complex
and systemic inflammatory disorder, affecting any body organs through different media-
tors. Among the affected systems, the cardiovascular system is a major one, leading pa-
tients to present hemodynamic changes mediated by intrinsic loss of fluid in the vessels,
loss of vascular tone, myocardial depression, microcirculatory redistribution of blood
flow and other factors, which ultimately lead to a persistent and refractory arterial hypo-
tension. Data in the literature often point to a deleterious role of nitric oxide in maintain-
ing this hypotensive state. However, to counteract the ischemia induced by the high con-
centrations of endogenous and exogenous catecholamines that circulate in an attempt to
increase blood pressure, some evidence indicates the need for agents that can keep the
tissues properly perfused, in order to avoid further organ damage. In this sense, we seek
in this work to evaluate the effect of phosphodiesterase 5 enzyme inhibition in an experi-
mental model of sepsis in rats, aiming to improve the parameters of organ dysfunction via
increased cGMP and, consequently, the preservation of tissue perfusion. For this, Wistar
strain rats (90 days, 250 - 350 g, CEUA n° 6005071118) were randomly assigned to 2
groups: CLP, in which the cecum ligation and puncture procedures were performed, and
the fake-surgery group (Sham). Eight hours after surgery, the animals were randomized
again to receive vehicle (DMSO, 0.2 mL / kg, s.c.) or phosphodiesterase 5 inhibitors
sildenafil (10 mg / kg, s.c.) or tadalafil (2 mg / kg, s.c.). Twenty-four hours after CLP,
different cardiovascular, inflammatory and metabolic parameters were analyzed. Com-
pared to animals in the Sham groups, septic animals showed refractory hypotension, tach-
ycardia and reduced renal blood flow. In addition, the CLP reproduced pathophysiologi-
cal changes observed in the clinic in different systems, such as increased neutrophil infil-
tration in cardiac tissue, exacerbated increase in plasma NOx levels, reduction in urine
BH4 levels, as well as hypoglycemia and increase in the levels of different blood markers
of tissue damage. In general, despite the need for new adjuvant therapies for the treatment
of microcirculatory disorders in sepsis, the intervention with PDES inhibitors in the ex-
perimental protocol used showed little or no interference in the parameters evaluated.

Keywords: Sepsis. CLP. Sildenafil. Tadalafil. cGMP.
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1 INTRODUCAO

1.1 SEPSE: DEFINICOES E EPIDEMIOLOGIA

De acordo com o Terceiro Consenso Internacional para Sepse e Choque Séptico
(Sepsis-3), a sepse ocorre quando uma resposta desregulada de um hospedeiro frente a uma
infeccdo resulta em disfungdo dos drgaos com risco de morte. Ao contrario da defini¢ao pré-
via (Sepsis-2), esta nova defini¢gdo torna como ponto central a disfuncao de 6rgaos ao invés da
resposta inflamatoria. Para a codificagdo da severidade no dano aos 6rgaos e sistemas, adotou-
se o score SOFA (do inglés, Sequential Organ Failure Assessment), indicado na Tabela 1. O
choque séptico, por sua vez, ¢ um estagio mais severo da sepse, no qual as alteracdes metabd-
licas e circulatorias sao intensas o suficiente para aumentar substancialmente a mortalidade
(SINGER et al., 2016).

Na pratica clinica, os pacientes sdo diagnosticados com sepse ao apresentarem infec-
¢do sistémica e aumento no score SOFA de 2 pontos ou mais, ou sdo diagnosticados com
choque séptico se, apesar de ressuscitagdo adequada com fluidos, ainda apresentarem niveis
de lactato sanguineo acima de 2 mmol/L e hipotensdo arterial persistente e refrataria, necessi-
tando de vasopressores para manter a pressao arterial média (PAM) acima de 65 mmHg
(CECCONI et al., 2018). Além disso, existe outro sistema de classificagdo denominado quick
SOFA (qSOFA) que, apesar de ndo designar critérios para estabelecer um diagnostico, € utili-
zado como uma ferramenta para identificar pacientes com alto risco de sepse (Quadro 1). Este
sistema, embora nao seja robusto como o score SOFA, pode ser utilizado rapidamente, sem
testes laboratoriais, o que permite medidas repetidas e garante que os pacientes que se encai-
xem em pelo menos dois critérios recebam a devida ateng¢@o para minimizar os riscos de um

mau prognostico.
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Tabela 1: Score SOFA

Score
Sistema 0 1 2 3 4
Respiratorio
Pa0,/FiO; (kPa) >533 <533 <40 <26,7 13,3
Coagulacao
Plaquetas (x
10%/uL) > 150 <150 <100 <50 <20
Hepatico
Bilirrubina <20 20-32 33-101  102-204  >204
(umol/L)
Cardiovascular
Adminis- Adminis-
tracao de tracao de
.. dopamina  dopamina
do gamina pg/kg/min, pg/kg/min,
PAM > 70 PAM <70 p <5 ou adrena-  ou adrena-
mmHg mmHg . lina <0,1 lina > 0,1
pg/kg/min . .
oudobu. M g/kg/min  pg/kg/min
. ou nora- ou nora-
drenalina < drenalina >
0,1 0,1
pg/kg/min  pg/kg/min
Sistema nervoso central
Escala de Coma de 15 13- 14 10-12 6-9 <6
Glasgow
Renal
Creatinina <110 111-170  171-299  300-440 > 440
(umol/L)
Débito urinario
(il ik <500 <200

Fonte: adaptado de Singer et a/ (2016). Notas: o score SOFA varia de 0 a 4 para cada um dos seis sistemas e,
quanto maior o score, mais severa ¢ a disfungdo de orgéos. O diagnostico de sepse ¢ dado para os pacientes com
infecgdo e que somam 2 pontos ou mais no score. PaO2: pressao arterial parcial de oxigénio. FiO2: fragdo inspi-

rada de oxigénio. PAM: pressdo arterial média.
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Quadro 1: Quick SOFA (qSOFA)

Frequéncia respiratoria > 22/min

Alteracio do estado mental

Pressao arterial sistélica (PAS) <100 mmHg

Fonte: adaptado de Singer ef a/ (2016). Notas: o sistema de avaliagdo qSOFA ndo classifica um diagndstico
como o score SOFA, mas avalia o risco de sepse e de mau progndstico nos pacientes, permitindo que um moni-
toramento adequado seja feito naqueles que se encaixarem em pelo menos dois dos critérios listados acima. PAS:
pressdo arterial sistolica.

Sobretudo, ¢ importante destacar o fardo global que esta sindrome acarreta. Estima-
se que ocorram cerca de 50 milhdes de casos de sepse por ano, potencialmente levando a mor-
te de 11 milhdes de pessoas neste periodo (RUDD et al., 2020). Nota-se a grande incidéncia e
mortalidade desta doenga, principalmente levando-se em consideracao que estes dados epi-
demiolodgicos foram extrapolados a partir de bancos de dados de paises de alta renda, o que
torna os valores, ainda que altos, subestimados. No Brasil, um estudo epidemiologico recente
(MACHADO et al., 2017) mostrou que pacientes diagnosticados com sepse ocupavam 30,2%
dos leitos nas unidades de terapia intensiva (UTI) dos hospitais envolvidos no estudo. Além
disso, 56% destes pacientes morreram no hospital, evidenciando a alta taxa de mortalidade

pela qual essa sindrome € responsavel.

1.2 SEPSE: FISIOPATOLOGIA

A sepse ¢ uma desordem inflamatdria complexa e sistémica, associada a um processo
de vasodilatacdo e hipotensdo. Pode ser originada a partir de qualquer organismo infeccioso,
sendo que os sitios de infec¢do que mais frequentemente levam a sepse sdo: pulmao, abdo-
men, corrente sanguinea e tratos geniturinario e renal (CECCONI et al., 2018).

Todos os 6rgaos do corpo podem ser afetados pela sepse, uma vez que diversos tipos
de citocinas ¢ outros mediadores sao liberados na circula¢ao ao decorrer do desenvolvimento
desta desordem (HOTCHKISS et al., 2016). Dentre os principais sistemas que sdo prejudica-
dos (Figura 1), destacam-se:

- Neurologico: a sepse causa uma disfuncao cerebral difusa como consequéncia da
inflamacao sistémica, causando alteracao no estado mental dos pacientes (letargia, confusdo e

delirio). Além disso, a longo prazo os sobreviventes desenvolvem sequelas neuropsicoldgicas,
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incluindo declinio funcional e cognitivo, depressao, ansiedade e transtorno do estresse pos-
traumatico (SONNEVILLE et al., 2013).

- Pulmonar: danos induzidos por mediadores inflamatorios nos pulmdes aumentam
a permeabilidade nas células endoteliais capilares e nas células epiteliais alveolares, causando
edema pulmonar e infiltragdo de fluidos, proteinas, neutréfilos e hemacias no espago alveolar
(MATTHAY et al., 2019). O dano no sistema pulmonar normalmente se manifesta pelo au-
mento da frequéncia respiratéria (taquipneia), associado a niveis anormais dos gases no san-
gue arterial e fadiga do musculo respiratério (HOTCHKISS et al., 2016).

- Cardiovascular: a hipotensdo arterial ¢ uma caracteristica marcante do choque
séptico. Embora muitos mediadores estejam envolvidos na hipotensdo, um dos principais fato-
res ¢ 0 aumento da expressao da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), que relaciona
a inflamag¢@o com o comprometimento cardiovascular, contribuindo para a queda da pressao
arterial pelo aumento nos niveis de 6xido nitrico (NO, do inglés nitric oxide). Além disso, o
coracdo ¢ um Orgdo bastante afetado, apresentando a chamada depressdo miocardica (disfun-
cdo em ambos os ventriculos esquerdo e direito), com redugdo da fracdo de eje¢do (KAKI-
HANA et al., 2016).

- Renal: o comprometimento renal na sepse pode progredir para uma faléncia renal
aguda. Apesar dos exatos mecanismos ndo serem esclarecidos, parte da disfun¢do renal se da
pela perda do volume intravascular induzida pelo vazamento capilar e pela vasodilatacdo.
Além disso, aumentos nas concentragdes séricas de creatinina sdao associados com maior mor-
talidade (RICCI et al., 2011).

- Hematologico: uma das principais desordens hematoldgicas ¢ a coagulagdo intra-
vascular disseminada (CID). Células endoteliais € mononucleares ativadas produzem citoci-
nas pro-inflamatdrias que promovem a coagulacdao de forma difusa, causando deposigdes in-
travasculares de fibrina (OKAMOTO, TAMURA & SAWATSUBASHI, 2016).

- Hepatico: o comprometimento do figado durante a sepse também é comum, indi-
cado pelo aumento nos niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato amino-
transferase (AST), bilirrubina total e fosfatase alcalina. Durante a sepse, a infec¢do e a respos-
ta inflamatoria exacerbada, além da ma perfusdo tecidual, sdo responsaveis pelo dano hepati-
co. As lesdes no figado durante a sepse incluem inflamacao portal, necrose centrilobular, in-

flamacao lobular, apoptose dos hepatdcitos e esteatose (YAN, LI & LI, 2014).
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Figura 1: Dano generalizado induzido pela sepse em multiplos 6rgaos e sistemas
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Fonte: adaptado de Lelubre & Vincent (2018). Notas: a sepse pode levar a disfuncdo de quaisquer 6rgaos do
corpo. Os sistemas mencionados acima sdo severamente prejudicados durante a sepse, fazendo com que o paci-
ente apresente sinais e sintomas que sdo detectados e monitorados na pratica clinica.

Uma das principais caracteristicas da fisiopatologia da sepse ¢ a perfusdo inadequada
dos 6rgdos, que contribui para o desenvolvimento da faléncia de multiplos 6rgaos e que pode
ocorrer por perda intrinseca de fluido nos vasos, perda do tonus vascular, depressao miocardi-
ca e por redistribuigdo microcirculatéria do fluxo sanguineo, dentre outros fatores (SINGER,
2014). A alteracdo microcirculatoria que se desenvolve durante a sepse consiste na diminui-
c¢do da densidade de capilares e em perfusdo tecidual heterogénea, fazendo com que diferentes
regides dos 6rgdos tenham suprimento sanguineo limitado (DE BACKER et al., 2014). Tal
disfungdo pode persistir mesmo que as variaveis globais (como a pressdo arterial e a oferta de
oxigénio) tenham sido restauradas, o que dificulta ainda mais a obtencdo de uma adequada
oxigenag¢do dos tecidos. Além disso, o limite na oferta de oxigénio tem efeito direto nas mito-
condrias celulares, seja inibindo a atividade, causando danos e menor sintese de proteinas
mitocondriais. Dessa forma, compromete-se a produ¢do de ATP, culminando na disfun¢do
das atividades celulares ou mesmo na ativacdo de vias de morte celular (SINGER, 2014).
Também contribuem para a piora das anormalidades circulatorias a formacdo de coagulos
(microtrombos) € um aumento significativo dos niveis de NO no organismo, uma das causas
da perda do tonus vascular e, consequentemente, do estabelecimento da hipotensao arterial no

decorrer do quadro (LELUBRE & VINCENT, 2018).
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1.3 OXIDO NITRICO: VIAS DE SINALIZACAO

O NO pode ser sintetizado em mamiferos por 3 diferentes isoformas da enzima 6xido
nitrico sintase, sendo elas: nNOS (NOSI, neuronal) e eNOS (NOS3, endotelial), que sao
constitutivamente expressas € produzem niveis nanomolares de NO, e a iNOS (NOS2, induzi-
vel). Esta ultima, por outro lado, ¢ principalmente expressa sob ativacdo por mediadores in-
flamatorios como citocinas ou produtos bacterianos como o lipopolissacarideo (LPS) e produz
maior quantidade de NO em relacdo a nNOS e eNOS (niveis micromolares) (KESHET &
EREZ, 2018). Todas as isoformas da NOS utilizam da arginina como substrato para gerar
citrulina e NO.

Além do substrato, as enzimas NOS também requerem oxigénio, NADPH e o cofator
tetrahidrobiopterina (BH4) para que ocorra a producao de NO. O BH4 ¢ uma molécula ubi-
qua, sintetizada a partir do GTP e presente em praticamente todos os tecidos do organismo,
uma vez que ¢ um cofator necessario para o funcionamento adequado de diversas enzimas,
como a fenilalanina-4-monoxigenase, a tirosina-3-monoxigenase € o triptofano-5-
monoxigenase. Ou seja, ¢ um cofator indispensavel para a sintese de serotonina, das cateco-
laminas e do NO, como mencionado anteriormente (WERNER, BLAU & THONY, 2011).

Alternativamente, o NO pode ser gerado através de reducdes dos anions inorganicos
nitrato (NO3") e nitrito (NO2) provenientes tanto da oxidagcdo do NO gerado no proprio orga-
nismo, quanto pela dieta, através da ingestdo de alimentos ricos em nitrato, como os vegetais
de folhas escuras. Esta importante fonte de NO ¢ altamente dependente de bactérias comen-
sais orais, as quais possuem um sistema enzimatico de reducdo de nitrato que ¢ ausente em
células de mamiferos (LUNDBERG, GLADWIN & WEITZBERG, 2015).

O NO ¢ uma molécula de gas altamente reativo e, uma vez formado, possui diversos
alvos biologicos (FARAH, MICHEL & BALLIGAND, 2018). Por exemplo, pode promover
modifica¢des de proteinas através da S-nitrosilagdo (o acoplamento do NO em um grupamen-
to tiol da cisteina, formando um S-nitrosotiol ou SNO). Esta modificacdo pos-traducional na
cisteina de peptideos e proteinas ¢ responsavel por grande parte das vastas influéncias do NO
na transdugdo da sinalizac¢do celular, tanto fisiologicamente quanto em diferentes condigdes
patologicas (HESS et al., 2005; BENEDET et al., 2018).

Entretanto, o alvo principal e mais bem caracterizado do NO ¢ a enzima guanilato ci-
clase soluvel (sGC, do inglés soluble guanylate cyclase). J& em niveis nanomolares, o0 NO se

liga ao grupamento heme da subunidade-f3 da sGC e causa uma ativagao de 100 a 200 vezes
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da enzima, levando a conversdo de guanosina trifosfato (GTP) em guanosina 3’-5’-
monofosfato ciclico (¢cGMP). O aumento nos niveis deste segundo mensageiro induz a ativa-
¢do da proteina quinase G (PKG, ou proteina quinase dependente de cGMP), uma quinase
responsavel pela fosforilagdo de diversos alvos intracelulares (FRANCIS, BUSCH & COR-
BIN, 2010). Assim, tanto a PKG quanto o proprio cGMP sdo responsaveis pela miriade de
alteragdes fisiologicas resultantes desta via de sinalizagdo (Figura 2), como o relaxamento do
musculo liso vascular e gastrintestinal, inibi¢ao de agregagao plaquetaria, regulacao de canais

operados por cGMP, dentre diversas outras agoes.

Figura 2: Via de sinalizagdo NO-sGC-cGMP-PKG em células endoteliais e musculares lisas
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: o NO ¢ sintetizado pelas 3 isoformas da enzima 6xido nitrico
sintase (NNOS, iNOS e eNOS) ou proveniente do NOs3™ e NO,™ da dieta. Uma vez biodisponivel, o NO possui
diversos alvos, podendo modificar a fungo de proteinas através da nitrosilagdo ou ativar o seu principal alvo, a
enzima sGC. O GTP ¢ convertido em cGMP pela acdo catalitica da sGC, e este segundo mensageiro por sua vez
ativa a PKG. Tanto a PKG quanto o proprio cGMP sao capazes de induzir efeitos fisioldgicos no organismo. No
caso da célula muscular lisa vascular, a resposta final da via de sinalizagdo ¢ de vasodilatagdo. O cGMP ¢ hidro-
lisado e forma guanosina 5’-monofosfato (5°-GMP) por agdo de fosfodiesterases, como a fosfodiesterase 5
(PDEYS), interrompendo assim seus efeitos.

1.4 FOSFODIESTERASES COMO ALVOS FARMACOLOGICOS

As acdes do cGMP, assim como as de adenosina 3’-5’-monofosfato ciclico (cAMP),

sdo interrompidas por uma superfamilia de enzimas denominadas fosfodiesterases (PDEs), as
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quais hidrolisam os nucleotideos ciclicos cGMP em 5’-GMP e cAMP em 5’-AMP (BENDER
& BEAVO, 2006). Atualmente, ja foram identificadas 11 familias de PDEs, sendo as tnicas
enzimas capazes de degradar os nucleotideos ciclicos. Dessa forma, as PDEs participam de
varios processos bioldgicos, tanto fisiologicamente quanto em condigdes patoldgicas (BAIL-
LIE, TEJEDA & KELLY, 2019).

As PDEs apresentam uma organizagao estrutural em comum, com diferentes regides
cataliticas c-terminais e regides regulatdrias n-terminais. Enquanto as regides cataliticas de-
terminam a seletividade para degradacdo de cAMP e/ou cGMP, as regides regulatorias sao
responsaveis por determinarem diferentes localizagdes subcelulares para as enzimas e as res-
postas distintas frente as modificacdes pos-traducionais, moléculas e sinais regulatérios (como
efetores alostéricos ou sitios de fosforilagdo) (MAURICE et al., 2014). De forma bastante
didatica e relevante biologicamente, as PDEs sdo agrupadas de acordo com a seletividade para

degradacao do nucleotideo ciclico (Figura 3):

Figura 3: Seletividade das 11 familias de PDEs para degradacdo de cAMP, cGMP ou ambos
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Fonte: adaptado de Baillie, Tejeda & Kelly (2019).

Dentre as diversas familias, a fosfodiesterase 5 (PDES) ¢ uma enzima amplamente
distribuida por diversos tecidos, tendo preferéncia de substrato 100 vezes maior para o cGMP
do que para o cAMP, e, desse modo, sendo considerada seletiva para degradacdo de cGMP
(BENDER & BEAVO, 2006). A PDES ¢ um homodimero, com cada subunidade composta
por 875 aminoacidos. Como mencionado anteriormente, a regiao n-terminal das PDEs € majo-

ritariamente regulatoria. No caso da PDES, a regido amino-terminal contém um sitio de fosfo-



31

rilacdo (Ser®?) que pode ser fosforilado pela proteina quinase A (PKA) ou pela PKG, resultan-
do em aumento da atividade enzimatica em 50 a 70% (CORBIN et al., 2000). A PDES tam-
bém contém sitios alostéricos (ndo-cataliticos) nos quais o préprio substrato cGMP ocupa
necessariamente para que ocorra a fosforilagdo na Ser®?, e assim aumentar a atividade enzima-
tica (Figura 4) (GIBSON, 2001). A PDES5 ¢ uma proteina citosolica e sua expressao ja foi
demonstrada no musculo liso do corpo cavernoso, musculo liso visceral e vascular, misculo

esquelético, plaquetas, rim, coragdo, pulmao, medula espinhal, cerebelo, pancreas, prostata,

uretra e bexiga (ANDERSSON, 2018).

Figura 4: Estrutura da enzima PDES
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Fonte: adaptado de Gibson (2001). Notas: diagrama simplificado da estrutura da enzima PDES. A PDES ¢ um
homodimero, cada subunidade contendo 875 amino4cidos, um sitio de fosforilagio na Ser??, dois sitios alostéri-
cos de ligacdo de cGMP e um sitio catalitico c-terminal, responséavel pela conversdo de cGMP em 5°-GMP.

A PDES ¢ bastante expressa no corpo cavernoso € na vasculatura pulmonar, o que
justifica as indicagdes clinicas atuais para os quais os inibidores de PDES sdo aprovados (isto
¢, disfuncdo erétil, hipertensdo arterial pulmonar e sintomas do trato urinario inferior). Entre-
tanto, devido a variedade de tecidos nos quais a PDES ¢é expressa, o interesse comercial em se

desenvolver inibidores desta enzima ou mesmo redirecionar os ja existentes para o tratamento



de diferentes desordens ¢ alto. As Tabelas 2 e 3 demonstram o vasto leque de ensaios clinicos

para os quais o sildenafil e o tadalafil, farmacos inibidores da PDES, estao sendo estudados.

Tabela 2: Ensaios clinicos em andamento pesquisando-se o termo “sildenafil” — National Ins-

titutes of Health (NIH)
Titulo Condicao / doenca Da'ta d~e
aplicacao
Can Hyperbaric Oxygen Improve Erectile Function Fol-  Impoténcia; Neoplasias da
1 . , Julho, 2009
lowing Surgery for Prostate Cancer prostata.
Pharmacological Penile Rehabilitation in the Preserva- Cancer de pénis; Disfun- Agosto
2 tion of Erectile Function Following Bilateral Nerve- ¢do erétil; Prostatectomia SO
. . . 2009
Sparing Radical Prostatectomy radical.
3 Sildenafil Versus Placebo in Chronic Heart Failure In'suﬁc1en~c aleaniise Margo, 2013
Hipertensao pulmonar.
A Study To Evaluate Safety And Efficacy Of IV Hipertensdo pulmonar Agosto
4  Sildenafil In The Treatment Of Neonates With Persistent  persistente do recém- ngl 3 ’
Pulmonary Hypertension Of The Newborn nascido.
Hipertensao pulmonar
5 Chronic Thrombo-embolic Pulmonary Hypertension: tromboembdlica cronica; Fevereiro,
Classification and Long Term Outcome Hipertensao arterial pul- 2015
monar idiopatica.
6 Study of Regorafenib and Sildenafil for Advanced Solid Tumor sélido. Julho, 2015
Tumors
7 Sildenafil Administration to Treat Neonatal Encephalo- s e negEEL Julho, 2016
pathy
8 Pharmacolpgwglly Triggered Migraine Without Aura S A A Agosto,
and Neuroimaging 2016
9 Riociguat rEplaing PDE-5i Therapy 32valuated Against  Hipertensao arterial pul- Janeiro,
Continued PDE-5i thErapy monar. 2017
Efficacy, Safety, and Tolerability Study of Pirfenidone in
10 Combination With Sildenafil in Participants With Ad- Fibrose pulmonar idiopati- Janeiro,
vanced Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) and Risk of  ca. 2017
Group 3 Pulmonary Hypertension
Investigating Idiopathic Pulmonary Fibrosis in Greece Fibrose pulmonar idiopati- .
11 INDULGE IPF) ca. Abril, 2017
Sildenafil in Hemodialysis Patients With Pulmonary Hip erte?nsacj pulmonar; o Dezembro,
12 . Complicagdo de hemodia-
Hypertension 2018

lise.

Fonte: adaptado de National Institutes of Health, U.S. National Library of Medicine. Disponivel em:
https://clinicaltrials.gov/ct2/home. Acesso em: 20 dez. 2019.
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Tabela 3: Ensaios clinicos em andamento pesquisando-se o termo “tadalafil” — National Insti-

tutes of Health (NIH)
Titulo Condicdo / doenca Da‘ta d~e
aplicacao
Can Hyperbaric Oxygen Improve Erectile Function Impoténcia; Neoplasias da
1 . , Julho, 2009
Following Surgery for Prostate Cancer prostata.
Pharmacological Penile Rehabilitation in the Preser- Cancer de pénis; Disfun-
2 vation of Erectile Function Following Bilateral ¢ao erétil; Prostatectomia Agosto, 2009
Nerve-Sparing Radical Prostatectomy radical.
A Phase II Trial of Tadalafil in Patients With Squa- Carcinoma de células
3 mous Cell Carcinoma of the Upper Aero Digestive escamosas de cabeca e Outubro, 2012
Tract pescogo.
A Study of Tadalafil in Pediatric Participants With . - .
4 it Al 1 s (DAL Hipertensao pulmonar. Abril, 2013
. Hipertensao pulmonar;
5 Tadalaﬁl for Pulmonary Hypertension Due to Chron- Siasien Clbmee @i Maio, 2013
ic Lung Disease . .
tiva Cronica.
Sexual and Urological Rehabilitation to Men Operat- n , .
6 ed for Prostate Cancer and Their Partners (SO i Lol A0
Effect of 12 Weeks Treatment With Tadalafil vs Hlpemlas1a = prostat'a )
7 . Sintomas do Trato Urina- Setembro, 2014
Placebo on Lower Urinary Tract Symptoms . .
rio Inferior.
Perfusion by Arterial Spin Labelling Following Sin-
8 gle Dose Tadalafil in Small Vessel Disease (PASTIS) Deméncia vascular. Maio, 2015
Trial
The Efficacy and Safety of Initial Triple Versus Ini- Hivertensio arterial pul-
9 tial Dual Oral Combination Therapy in Patients With m(f)nar p Setembro, 2015
Newly Diagnosed Pulmonary Arterial Hypertension '
PDES Inhibition Via Tadalafil to Enhance Anti- gsir:rlrrll(?sr::;: (f:kl)leﬂise
10 Tumor Mucin 1 (MUC1) Vaccine Efficacy in Patients escoco: CAncer deg cabe- Setembro, 2015
With HNSCC SR
¢a e pescoco.
Hipertensao pulmonar
1 Chror'nc Thrombo-embohc Pulmonary Hypertension: tr(')mboem~bohca cronica; Outubro, 2015
Classification and Long Term Outcome Hipertensao arterial pul-
monar idiopatica.
Riociguat rEplacing PDE-51 Therapy evalLuated Hipertensao arterial pul-
12 Against Continued PDE-5i therapy monar. sz, AVG
Effect of Phosphodiesterase-5 Inhibition With Tada- gf;g;ogz?zgod%ieg;:; des
13 lafil on SystEmic Right VEntricular Size and Func- posiga ~ Fevereiro, 2017
tion Vasos com inversdo ven-
tricular.
Investigating Idiopathic Pulmonary Fibrosis in Fibrose pulmonar idio-
14" Greece (INDULGE IPF) pética. WS, 2L
Hookah Smoking, Carbon Monoxide, and Coronary Fumante; Disfun¢ao en- .
= Endothelial Function dotelial. LI, 201
16 The Safety of Dapoxetine/Tadalafil Combination Ejactllagaf) precoce; Dis- Junho, 2017
Therapy fungdo erétil;
Window of Opportunity Trial of Nivolumab and Carcinoma de células
17 Tadalafil in Patients With Squamous Cell Carcinoma  escamosas de cabeca e Agosto, 2017

of the Head and Neck

peSCOCgOo.

Fonte: adaptado de National Institutes of Health, U.S. National Library of Medicine. Disponivel em:
https://clinicaltrials.gov/ct2/home. Acesso em: 20 dez. 2019.
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A inibi¢do da PDES ocorre de forma competitiva e reversivel: o sildenafil, o tadalafil
e outros farmacos inibidores de PDES competem com o cGMP pelo sitio ativo da enzima,
interferindo com a degradacao do nucleotideo ciclico. Assim, ocorre o acumulo intracelular
de cGMP, amplificando dessa forma a transdu¢do de sinal regulada por este segundo mensa-
geiro (KAYIK, TUZUN & DURDAGI, 2017). A estrutura dos fArmacos em comparagio com

o cGMP ¢ demonstrada na Figura 5.

Figura 5: Estruturas quimicas do cGMP, do sildenafil e do tadalafil
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Fonte: adaptado de PubChem (U.S. National Library of Medicine). Disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 22 jan. 2020.

Existem diversos farmacos inibidores de PDES utilizados na clinica atualmente (Ta-
bela 4), incluindo os mais conhecidos sildenafil (Viagra®, Pfizer, Nova York, NY, EUA),
vardenafil (Levitra®, Bayer, Leverkusen, Alemanha) e tadalafil (Cialis®, Eli Lilly, Indian6-
polis, IN, EUA). Também sdo comercializados o avanafil (Stendra®, Metuchen Pharmaceuti-
cals, Englishtown, NJ, EUA), lodenafil (Helleva®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil), mirodenafil
(Mvix®, SK Chemicals Life Science, Seongnam, Coreia do Sul) e udenafil (Zydena®, Dong-

A Pharmaceutical Co., Seul, Coreia do Sul).
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Tabela 4: Comparagdo das caracteristicas dos farmacos inibidores de PDES

Inibidor de PDES ~ Tméx (h)  ti2 (h) ICS‘E:I?S‘UE)ES
Sildenafil 0,95 3,98 3,7
Tadalafil 2 17,5 1,8
Avanafil 0,75 5,1 5,2
Lodenafil 1,2 2.4 0,015

Mirodenafil 1,4 2,5 0,33
Vardenafil 1,5 423 0,091
Udenafil 0,76 9,88 8.25

Fonte: adaptado de Hatzimouratidis et al (2016). Notas: os farmacos citados acima, embora sejam todos seletivos
para a inibigdo da PDES, possuem propriedades distintas. Tmax: tempo necessario para obter a concentragéo
plasmatica maxima. ti»: tempo de meia vida plasmatica, isto ¢, tempo necessario para eliminagdo da metade da
concentrag@o do farmaco no plasma. ICso: concentracdo do farmaco necessaria para inibir 50% da atividade
enzimatica.

1.5 ENVOLVIMENTO DUAL DO OXIDO NIiTRICO NA SEPSE

Embora o NO possa, em altas quantidades, contribuir para o processo fisiopatologico
na sepse e participar da desordem cardiovascular que esta sindrome provoca (ASSREUY,
2006), existem evidéncias de que o aumento da sua biodisponibilidade poderia, por outro la-
do, prover algum papel benéfico. Em modelo canino de endotoxemia induzida por lipopolis-
sacarideo (LPS), observou-se que a administracdo de doses baixas e moderadas do agente
doador de NO 3-morpholinosydnonimine (SIN-1) melhorou o fluxo sanguineo mesentérico
sem causar efeitos deletérios na pressdo arterial (ZHANG et al., 1996). Adicionalmente,
Cauwels ef al (2009) mostraram que um pré-tratamento com nitrito reduziu significativamente
a mortalidade de camundongos em modelo experimental de choque endotoxico induzido por
LPS. Importante ressaltar que o nitrito pode ser convertido a NO, principalmente durante situ-
acdes de hipoxia, em que a acidose intracelular aumenta a taxa de conversdo de nitrito para
NO (ZWEIER et al., 2010).

Além disso, dados prévios do nosso grupo (FERNANDES et al., 2009) mostraram
importante papel da via de sinalizacdo do NO em ratos submetidos a um modelo experimental
de sepse induzido por ligadura e perfuragdo do ceco (CLP, do inglés cecal ligation and punc-
ture). Observou-se que a administracdo de azul de metileno (MB, do inglés methylene blue) e

de ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazol-[4,3-a]-quinoxalin-1-ona), ambos inibidores da enzima sGC,
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aumentaram a mortalidade dos ratos sépticos quando administrados no inicio da sepse (8 h
apos o CLP), o que sugere que o cGMP possa ter um papel protetor nas fases iniciais do esta-
belecimento da sepse e que a manutencao de niveis adequados deste segundo mensageiro pos-
sa ser um importante alvo de estudo. Corroborando essa ideia, um trabalho recente de nosso
grupo mostrou uma melhora em parametros como o fluxo sanguineo renal em ratos sépticos
tratados com sildenafil (KOVALSKI et al., 2017) sugerindo, dessa forma, uma modulacao
importante via cGMP, desta vez demonstrando a preservacao da perfusao renal, melhorando a
oxigenacao tecidual e reduzindo o dano causado pela sepse.

Levando estas informacdes em consideragdao e visando a modulagdo da via do NO
durante a sepse, a hipotese elaborada para o presente trabalho ¢ que o aumento da biodisponi-
bilidade de cGMP no inicio da sepse, via inibi¢do da PDES, restaura o comprometimento da
via de sinalizagdo do NO e confere protecao a diferentes 6rgaos pela melhora de pardmetros
cardiovasculares e metabolicos, os quais sofrem disfun¢des induzidas pelo modelo experi-

mental de sepse em ratos.

Figura 6: Hipotese do estudo dos inibidores de PDES na sepse
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: o quadro de sepse leva a alteragdes fisiopatologicas inflamato-
rias, cardiovasculares e metabolicas, podendo causar disfungdes em multiplos 6rgaos. Observa-se no esquema,
em azul, a via de sinalizagdo pela qual o NO fisiologicamente ativa a enzima sGC e leva as respostas celulares

pelo aumento de cGMP e ativagao da PKG. Em vermelho, observam-se os danos induzidas pelo quadro de sepse,
no qual a via de sinalizagdo do NO torna-se disfuncional em diferentes pontos. Em amarelo, destaca-se a inter-

vengdo farmacologica realizada neste trabalho. O sildenafil e o tadalafil, inibidores seletivos de PDES, foram
escolhidos como tratamento visando aumentar os niveis de cGMP no inicio da sepse, agindo nos vasos e melho-
rando parametros circulatdrios e metabolicos. Por consequéncia, o tratamento visa preservar a fun¢ao dos 6rgaos
frente ao insulto infeccioso e inflamatorio causado pela sepse.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da inibi¢do da enzima fosfodiesterase 5 sobre as disfungdes cardio-

vasculares, inflamatérias e metabolicas induzidas pela sepse.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Investigar o efeito dos inibidores de PDES sildenafil e tadalafil em pardmetros car-
diovasculares como a pressao arterial, frequéncia cardiaca e na resposta pressorica a adminis-
tragdo de nitroprussiato de sodio.

= Verificar se a inibicdo da PDES ¢ capaz de reverter as alteragdes na pressao arteri-
al, frequéncia cardiaca e fluxo sanguineo renal induzidas pela sepse.

= Avaliar o recrutamento de neutréfilos durante a sepse para o tecido cardiaco e veri-
ficar se a inibi¢ao de PDES pode atenuar este recrutamento celular.

= Avaliar se os niveis de BH4 na urina estdo alterados durante a sepse e se a inibi¢ao
da PDES pode reverter estas alteragdes.

= Verificar se o modelo experimental de sepse reproduz o aumento dos niveis de NO
observado na clinica, através da quantifica¢do dos niveis plasmaticos dos metabolitos nitrato e
nitrito (NOx), e se a inibi¢do da PDES interfere nas alteracdes destes niveis.

= Analisar as alteracdes do perfil glicémico dos animais ao longo do desenvolvimen-
to da sepse e se a inibi¢do da PDES atenua as alteragdes na glicemia.

= Verificar se a inibicdo da PDES previne o aumento nos marcadores sanguineos de

dano tecidual induzidos pela sepse.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus, 90 dias, 250 - 350 g) da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os ani-
mais foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia da UFSC, com
temperatura controlada por ar condicionado do tipo Split (22 + 2 °C), ciclo automatico cla-
ro/escuro de 12 horas com luzes acesas entre 07:00 e 19:00 horas ¢ livre acesso a 4gua e ragao
(Puro Trato, Santo Augusto, RS, Brasil). Trés semanas antecedendo o inicio dos protocolos
experimentais, os ratos foram transferidos para o Biotério Setorial do Laboratorio de Biologia
Cardiovascular para ambientacdo nas mesmas condi¢des descritas acima. Os ratos permanece-
ram em mini-isoladores de polissulfona (Tecniplast, Buguggiate, VA, Italia) em rack ventila-
da (Tecniplast), tendo cama de maravalha trocada 3 vezes por semana. Além disso, os animais
foram tratados com fembendazol (Gral Animal, Florian6polis, SC, Brasil), um anti-helmintico
de amplo espectro, com o objetivo de eliminar possiveis enteroparasitoses que poderiam inter-
ferir com os procedimentos experimentais. Para isso, foi utilizado um protocolo de tratamento
no qual o fembendazol foi diluido na dgua de livre acesso dos ratos, na dose de 20 mg/kg/dia,
durante 5 dias, seguido por um periodo de caréncia de 7 dias antes do inicio dos protocolos
experimentais. Tal dose ¢ considerada efetiva e segura, uma vez que a dose letal de femben-
dazol em 50% de roedores (DLso) excede 10 g/kg (VILLAR et al., 2007). Todos os procedi-
mentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA n° 6005071118),
de acordo com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal (CONCEA). A manutencdo e os cuidados com os animais foram supervisionados por

uma médica veterinaria do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB — UFSC).

3.2 CARACTERIZACAO DO EFEITO DO SILDENAFIL E TADALAFIL EM PARAME-
TROS CARDIOVASCULARES

Uma vez que o sildenafil, um inibidor de PDES de meia-vida plasmatica curta (apro-
ximadamente 4 horas), provou apresentar alguns efeitos benéficos em modelos de sepse expe-
rimental, o tadalafil também foi escolhido neste estudo para se avaliar os efeitos de um inibi-

dor de PDES de meia-vida plasmatica mais longa (cerca de 17,5 horas) durante a sepse (AN-
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DERSSON, 2018). A dose de sildenafil de 10 mg/kg foi escolhida com base em estudo que
avaliou sua farmacocinética em ratos (SHIN, BAE & LEE, 2006), bem como na experiéncia
prévia do grupo (KOVALSKI et al., 2017). A dose de tadalafil foi escolhida com base em
estudos que mostraram que a dose de 2 mg/kg foi capaz de proteger contra danos causados
pela isquemia tecidual em diferentes modelos em ratos (NOMIYA et al., 2013) (ZARI-
FPOUR et al., 2015). Além disso, tanto a dose de sildenafil de 10 mg/kg quanto a de tadalafil
de 2 mg/kg sdo equivalentes as doses humanas utilizadas na clinica (sildenafil 100 mg e tada-
lafil 20 mg), de acordo com a conversdo de doses entre roedores e humanos descrita por Nair
& Jacob (2016).

Entretanto, apesar das informagdes descritas anteriormente suportarem a escolha das
doses, julgou-se importante ter uma ideia do efeito destes firmacos em alguns pardmetros
cardiovasculares, para se ter uma melhor no¢ao da propor¢ao e duragao da resposta. Para isso,
foram utilizados ratos naive, os quais foram separados aleatoriamente em 3 grupos: no grupo
veiculo, foi administrado dimetilsulféxido (DMSO), 0,2 mL/kg, por via s.c. Nesta dose, o
DMSO nio afeta significativamente a pressdo arterial (SORDI, FERNANDES & ASSREUY,
2010) e também nao gera alteragdes nos marcadores plasmaticos que sdo avaliados neste tra-
balho (ALVES, 2019). No grupo sildenafil, administrou-se sildenafil por via s.c. na dose de
10 mg/kg, e no grupo tadalafil, foi administrado tadalafil por via s.c. na dose de 2 mg/kg (am-
bos os farmacos diluidos em DMSO). Estes 3 grupos, utilizados para caracterizagdo do efeito
dos inibidores de PDES (Figura 7) fizeram parte apenas dos experimentos descritos nas se¢oes
3.2.1 e 3.2.2. O ntimero de animais utilizado em cada experimento (n) sera sempre indicado

na legenda de seus respectivos resultados.

Figura 7: Grupos de caracterizagdo do efeito dos inibidores de PDES em parametros cardio-

vasculares
_— Veiculo (DMSO 0,2 mL/kg, s.c.)
e Sildenafil (10 mg/kg, s.c.)
S—r Tadalafil (2 mg/kg, s.c.)

Fonte: figura elaborada pelo autor (2020).
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3.2.1 Avaliacdo do efeito do tratamento com sildenafil ou tadalafil na pressdo arterial
sistolica (PAS) e na frequéncia cardiaca (FC) ao longo do tempo através da pletismogra-

fia de cauda

Com o objetivo de avaliar se a administragao de sildenafil ou tadalafil altera a pres-
sao arterial basal dos animais, ratos naive foram aleatoriamente separados em 3 grupos e tra-
tados com veiculo (DMSO, 0,2 mL/kg, s.c.), sildenafil ou tadalafil (10 e 2 mg/kg, s.c., respec-
tivamente). A PAS foi aferida pelo método de pletismografia de cauda, utilizando o pletismo-
grafo MLT125R (ADInstruments, Sydney, NSW, Australia). Inicialmente, durante 3 dias, os
animais passaram por um periodo de adaptagdo e acondicionamento didrios, no qual foram
colocados nos tubos de contencdo usados para medida dos valores de PAS. No quarto dia, os
animais foram tratados e submetidos a avaliagdo da PAS nos tempos 1, 2, 4, 8, 12 ¢ 24 h pos-
tratamento. Os valores basais pré-tratamento (0 h) foram obtidos a partir da média dos resul-
tados obtidos nos 3 dias do periodo de adaptacdo. A avaliagdo da PAS consistiu no acondicio-
namento dos animais em uma sala com temperatura ambiente de 30 °C para facilitar a circula-
¢do sanguinea caudal. Os animais foram entdo imobilizados em tubos de contencdo durante a
avaliacdo. Para auxiliar no aquecimento das caudas dos animais, foi utilizada uma manta de
aquecimento e as caudas foram pressionadas por cerca de 5 minutos sobre a superficie da
manta. Foi colocado um manguito juntamente com um transdutor de pulso (pletismografo)
nas caudas dos animais, para detectar variagdes de pressdo e volume sanguineo, respectiva-
mente. Os sinais obtidos foram processados por um sistema de aquisi¢ao de dados (PowerLab,
ADInstruments) e registrados por um software de integracdo LabChart 7 Pro (ADInstru-
ments). Os dados da PAS foram expressos em mmHg e os da FC em batimentos por minuto

(BPM).

3.2.2 Avaliagao da resposta ao nitroprussiato de sédio in vivo: efeito na pressao arterial

(PA)

Para avaliar por quanto tempo dura o efeito bioldgico dos farmacos de interesse no
organismo, foi realizado outro experimento controle, no qual animais naive foram novamente
separados aleatoriamente em 3 grupos, tratados com veiculo (DMSO, 0,2 mL/kg, s.c.), silde-
nafil ou tadalafil (10 e 2 mg/kg, s.c., respectivamente). Nos tempos de 1, 2, 4, 8 ou 16 h apos

a administracdo dos farmacos, os animais foram anestesiados com uma solucao de cetamina e
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xilazina (90 e 10 mg/kg, respectivamente) por via intramuscular (i.m.). Posteriormente, foram
posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa cirurgica aquecida a 37 °C. Apos a localiza-
¢do da veia jugular direita, foi inserida uma canula de polietileno PE 50 e seringa. Este acesso
venoso foi utilizado como via de administragdo do nitroprussiato de s6dio. Na sequéncia, a
artéria carétida esquerda foi localizada e cuidadosamente separada do nervo vago e tecidos
adjacentes. A artéria teve seu fluxo sanguineo temporariamente suprimido por compressao de
uma pinga curva, ¢ em seguida, foi inserida uma canula de polietileno PE 50 devidamente
heparinizada (50 UI/mL de solug¢ao fisiologica NaCl 0,9% estéril). A canula foi entdo amarra-
da e conectada a um transdutor de pressao descartavel acoplado ao PowerLab 8/30 (ADIns-
truments). Os valores basais de pressdo arterial média (PAM) foram obtidos apds 10 minutos
de estabilizagdo, sendo registrados em um computador pelo software de integragdo LabChart
7 Pro (ADInstruments).

Através do acesso venoso, o nitroprussiato de soédio foi administrado em doses cres-
centes ndo-cumulativas, sendo elas: 0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10,0; 30,0; 100,0 e 300,0 nmol/kg. Os
resultados foram avaliados em uma curva dose-resposta pela duragao da resposta hipotensora

em segundos (s) em func¢do de cada dose administrada.

3.3 AVALIACAO DOS EFEITOS DE INIBIDORES DA PDE5 NA SEPSE

3.3.1 Procedimento cirurgico

Como modelo experimental de sepse, foi realizado o procedimento de CLP modifi-
cado de Wichterman, Baue & Chaudry (1980). Cinco minutos antes do inicio do procedimen-
to, os ratos foram tratados com o analgésico opioide tramadol, na dose de 10 mg/kg, por via
intraperitoneal (i.p.). Em seguida, os ratos foram anestesiados, também por via 1.p., com uma
solucdo de cetamina e xilazina nas doses de 90 e 10 mg/kg, respectivamente. Foi realizada
uma tricotomia na regido abdominal dos ratos, bem como a antissepsia do local com alcool
iodado (iodo 0,1%, alcool etilico 50%, v/v). Iniciou-se a cirurgia através de uma incisao lon-
gitudinal na regido da linha alba com lamina de bisturi descartavel n° 10, com um corte de
aproximadamente 2 cm. O ceco foi exposto e ocluido parcialmente proximo a valvula ileo-
cecal com fio de algoddo. Para a padronizacdo desta oclusdo parcial, foram utilizadas hastes
plésticas flexiveis na regido da ligadura, que foram removidas ap6s o n6é com o fio de algo-

dao. Uma agulha estéril tamanho 22 G foi utilizada para a perfuragdo transfixante no ceco.
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Depois de perfurado, o ceco foi levemente comprimido para o extravasamento do conteudo
intestinal (aproximadamente 5 mm). Apos esta etapa, o ceco foi recolocado na cavidade peri-
toneal, € os musculos e a pele da regido abdominal dos animais foram suturados com fio de
sutura agulhado de seda (Lamedid, Osasco, SP, Brasil). Os animais entdo receberam ressusci-
tacdo volémica com solugdo fisioldgica aquecida de NaCl 0,9% estéril, na dose de 50 mL/kg
por via subcutanea (s.c.) e foram dispostos em manta aquecida com iluminagdo para aqueci-
mento pos-operatorio, até retornarem da anestesia. Doze horas apos o procedimento cirtrgico,
os ratos foram tratados novamente com tramadol, na dose de 5 mg/kg por via i.p., para a ma-
nutencdo do efeito analgésico. Nos animais falso-operados (grupos Sham), foram realizados

todos os procedimentos descritos acima, com exce¢ao da ligadura e da perfuragao do ceco.

3.3.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos, Sham e CLP, nos quais
foram realizados os procedimentos descritos na se¢do 3.2. Oito horas apds os procedimentos
cirrgicos, os animais foram novamente randomizados para receber diferentes tratamentos: no
grupo veiculo, foi administrado dimetilsulfoxido (DMSO), 0,2 mL/kg, por via s.c. No grupo
sildenafil, administrou-se sildenafil por via s.c. na dose de 10 mg/kg. J4 no grupo tadalafil, foi
administrado tadalafil por via s.c. na dose de 2 mg/kg, conforme o esquema abaixo (Figura 8).

Ambas as drogas foram diluidas em DMSO.
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Figura 8: Grupos experimentais
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: ratos Wistar foram randomizados em dois grupos (Sham e
CLP). Posteriormente, 8 h ap6s os procedimentos cirirgicos, cada um destes foi randomizado novamente para
serem tratados com veiculo (DMSO 0,2 mL/kg), sildenafil (10 mg/kg) ou tadalafil (2 mg/kg), todos por via s.c.

O protocolo experimental do trabalho foi realizado conforme a linha do tempo abai-
xo (Figura 9). O tratamento (veiculo, sildenafil ou tadalafil) foi administrado 8 horas apos o
procedimento de falsa cirurgia ou CLP e as andlises foram realizadas no tempo de 24 horas
apos o CLP. A escolha racional do tempo do tratamento ¢ fundamental no estudo, visto que
em um trabalho prévio do grupo (FERNANDES et al., 2009) foi mostrado que em momentos
iniciais da sepse (12 h) ocorre um prejuizo na producdo de cGMP, e isto foi associado com
isquemia e aumento na mortalidade. Portanto, para o presente estudo, sugeriu-se o aumento
dos niveis de cGMP via inibidores da PDES no inicio da sepse para se avaliar um possivel

efeito protetor.
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Figura 9: Delineamento experimental
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: os ratos foram pré-tratados com analgésico e foram designados

para os procedimentos dos grupos Sham ou CLP. Oito horas apos tais procedimentos, foram tratados com veicu-

lo ou com um dos inibidores de fosfodiesterase 5 (sildenafil ou tadalafil) e, no tempo de 12 h, receberam reforgo
de analgésico. As analises experimentais foram realizadas 24 h apds os procedimentos.

3.3.3 Avaliacdo da pressao arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC) e fluxo sanguineo

renal (FSR) in vivo frente a infusdo de noradrenalina durante a sepse

Visando avaliar a hiporreatividade a vasoconstritores que ocorre durante a sepse, foi
realizada uma infusdo de noradrenalina. Para isso, foram utilizados 4 grupos experimentais:
Sham ou CLP, tratados com veiculo ou tadalafil. Um dia ap6s o procedimento Sham ou CLP
(24 h), os animais foram submetidos a analise da pressdo arterial invasiva, como mencionado
anteriormente na se¢do 3.2.2. O acesso venoso, entretanto, foi conectado a uma seringa con-
tendo uma solugdo de noradrenalina. A dose de noradrenalina contida na seringa foi calculada
individualmente para cada animal, para que a infusdo se realizasse em uma taxa de 0,03
umol/kg/min. A seringa foi posicionada em uma bomba de infusdo 4 canais (Bonther Equi-
pamentos para Ensino e Pesquisa, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

Concomitantemente a avaliacdo da PA e da FC, obteve-se o sinal do fluxo sanguineo
renal (FSR). Para isso, foi realizada a antissepsia do abdémen com alcool iodado (iodo 0,1%,
alcool etilico 50%, v/v) e uma incisao longitudinal de aproximadamente 2 cm foi feita no
flanco esquerdo do animal. Em seguida, com auxilio de duas pingas, o intestino foi gentilmen-
te movido permitindo a localiza¢do do rim esquerdo. Foi posicionada sobre a superficie renal
uma sonda (modelo VPIT) conectada ao laser Doppler de monitoramento de fluxo sanguineo
(VMS-LDEF2, Moor Instruments, Axminster, DN, Reino Unido) também acoplado ao sistema

PowerLab (ADInstruments). A sonda laser foi mantida fixa para evitar variagdes bruscas nos
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valores do fluxo. A incisdo cirirgica foi coberta com uma gaze embebida de solucdo fisiolo-
gica NaCl 0,9% estéril. Os dados basais de FSR (em unidade de perfusdo, UP) foram obtidos
ap6s 10 minutos de estabilizacdo. Apos o tempo de estabilizagdo para obteng¢ao dos valores
basais de PA, FC e FSR, deu-se inicio a infusdo de noradrenalina por um periodo de 30 minu-

tos.

3.3.4 Ensaio da atividade enzimatica mieloperoxidase (MPO) no tecido cardiaco

O recrutamento de neutrofilos para o tecido cardiaco foi determinado indiretamente
através da quantificagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Para isto, foram
utilizados os animais dos 6 grupos experimentais (Sham ou CLP, tratados com veiculo, silde-
nafil ou tadalafil). Um dia apds o procedimento Sham ou CLP (24 h), os animais foram euta-
nasiados e um fragmento do ventriculo esquerdo do coragdo de cada animal foi pesado (apro-
ximadamente 200 mg) ¢ homogeneizado em 1 mL de solu¢dao tampao fosfato de sddio (20
mM; pH 7,4). Em seguida, os homogenatos foram centrifugados (13.000 x g, 10 min., 4 °C) e
o sobrenadante foi descartado. Os pellets foram entdo ressuspendidos em 1 mL de tampao
fosfato de sodio (50 mM; pH 6,0), contendo 0,5% (p/v) de brometo de hexadeciltrimetilamo-
nio (HTAB). Todas as amostras foram vortexadas e centrifugadas novamente (13.000 x g, 10
min., 4°C) e o sobrenadante resultante foi utilizado para determinacdo da atividade da MPO.
Para o ensaio enzimatico, foi utilizado uma aliquota de 30 uL do sobrenadante em placas de
96 pocos. A reagdo enzimatica foi iniciada na presenca de tetrametilbenzidina (1,6 mM) e
H>0: (0,3 mM; em tampao fosfato de s6dio 80 mM; pH 5,4) em um volume final de 230 pL.
As placas foram incubadas (10 min, 37 °C) em uma leitora de placas (Multileitora Infinite
M200, Tecan, Méannedorf, Suica) e os valores de absorbancia foram obtidos a 650 nm a cada
2 minutos. Os valores de densidade 6ptica (D.O.) utilizados foram os obtidos no tempo de 8
min. A quantidade total de proteinas foi estimada pelo método do &cido bicinconinico (BCA)
como descrito por Smith et al (1985). Os valores foram apresentados na forma de unidades de

densidade optica D.O. / mg de proteina.

3.3.5 Quantificacdo dos niveis de tetrahidrobiopterina (BH4) na urina

Para determinacdo dos niveis de BH4 na urina, foram utilizados 4 grupos experimen-

tais: Sham ou CLP, tratados com veiculo ou sildenafil. Amostras de urina foram coletadas em
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3 tempos diferentes: antes do procedimento Sham ou CLP (tempo 0 h) e nos tempos de 12 e
24 h apds os procedimentos. Foi adicionado acido cloridrico 0,1 M na propor¢ao 1:10 com o
volume de urina. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (16.000 x g, 10 min, 4 °C) e o
sobrenadante foi coletado. Deste, 20 pL foram entdo transferidos para um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid chromato-
graphy) (Alliance €2695, Waters Corporation, Milford, MA, EUA). Para a quantificacao dos
niveis de BH4, foi utilizada uma coluna de fase reversa Waters Atlantis dC18 (4,6 x 250 mm;
particula 5 pm) (Waters Corporation), com um fluxo de 0,7 mL/min e uma elui¢ao isocratica
de NaH»>PO4 6,5 mM, acido citrico 6 mM, octil sulfato de s6dio 1 mM, acido dietilenotriami-
nopentacético 2,5 mM, ditiotreitol 160 uM e acetonitrila 8%, pH 3,0. A temperatura do com-
partimento da coluna foi ajustada para 35 °C. A identificacdo e quantificacio de BH4 foi rea-
lizada por um detector eletroquimico (modelo 2465, Waters Corporation) com uma voltagem
de +450 mV. Os resultados das quantificagdes por HPLC foram expressos em pmol/nmol de
creatinina. As concentragdes de creatinina na urina foram analisadas por kit comercial da Lab-

test (LabTest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil).

3.3.6 Quantificacio dos niveis plasmaticos de nitrito/nitrato (NOx)

Para determinar os niveis plasmaticos de nitrito e nitrato (metabolitos do NO), foram
utilizados os animais dos 6 grupos experimentais (Sham ou CLP, tratados com veiculo, silde-
nafil ou tadalafil). Um dia apo6s o procedimento Sham ou CLP (24 h), os animais foram euta-
nasiados para coleta do sangue em microtubos contendo heparina (5 Ul/mL) através de um
cateter inserido na artéria cardtida esquerda. O plasma foi separado por centrifugagdo (1.500 x
g, 10 min, 4 °C). Os niveis plasmaticos de NO foram estimados a partir da quantificacdo dos
metabolitos nitrito e nitrato (NOx), de acordo com a metodologia descrita por Granger et al
(1990). Primeiramente, as amostras passaram por um processo de desproteinizacao, no qual o
plasma foi diluido na propor¢@o 1:1 com agua destilada. Em seguida, adicionou-se sulfato de
zinco 20% (1/10 do volume de amostra diluida). As amostras foram entdo homogeneizadas e
deixadas em repouso por 1 hora em banho de gelo. Em seguida, as mesmas foram centrifuga-
das (7.300 x g, 15 min, 4°C). Para a segunda etapa, o sobrenadante obtido foi incubado com
Escherichia coli em placa de 96 pogos a 37 °C durante 3 horas para conversao de nitrato em
nitrito, uma vez que estas bactérias expressam a enzima nitrato redutase. Apos a incubagao, as

amostras foram centrifugadas ainda na placa (2.250 x g, 15 minutos, a temperatura ambiente)
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para remoc¢ao das bactérias e 100 pL do sobrenadante foram transferidos para outra placa.
ApoOs a conversao enzimatica de nitrato em nitrito, a reacao foi revelada pela adicao de 100
pL do reagente de Griess (sulfanilamida 1% em acido fosforico 10% e alfa-naftil-
etilenodiamina 0,1% em &agua ultrapura Milli-Q). As absorbancias das amostras foram deter-
minadas a 540 nm. Curvas-padrao de nitrato e nitrito (nas concentragdes de 0 a 150 uM) fo-
ram realizadas simultaneamente com as amostras. Por meio de regressao linear, os valores

foram expressos em uM de nitrito/nitrato (NOx).

3.3.7 Quantificacio dos niveis de glicose no sangue

A avaliacdo do perfil glicémico dos animais dos 4 grupos experimentais (Sham ou
CLP, tratados com veiculo ou tadalafil) foi determinada através de um aparelho comercial
medidor de glicose Accu-Check Active (Roche, Basileia, Suiga). Sem uso de anestesia, 0s
animais foram submetidos a um corte transversal (2 mm) na extremidade da cauda para ob-
tencdo de uma gota de sangue, suficiente para o teste. Foram medidos os niveis glicémicos
nos tempos 0 h (antes do procedimento Sham ou CLP), 8, 12 e 24 h. O tratamento com veicu-
lo ou tadalafil foi feito apds a medida obtida do tempo de 8 h. Os niveis de glicemia foram

expressos em mg/dL.

3.3.8 Quantificacido dos niveis plasmaticos de creatinina, ureia, aspartato aminotransfe-

rase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e lactato

Para a quantificacdo dos niveis de marcadores plasmaticos indicativos de danos de
orgaos e tecidos, foi coletado o sangue dos animais por um cateter na artéria carotida esquerda
em microtubos contendo heparina (5 UI/mL), 24 h apds os procedimentos Sham ou CLP. O
plasma foi separado por centrifugagdo (1.500 x g, 10 min, 4 °C), coletado e levado ao Labora-
torio de Andlises Clinicas do HU/UFSC (projeto de pesquisa 169/2018
GEP/HU/UFSC/EBSERH), onde as amostras passaram por dosagem em equipamento auto-
matizado Dimension RxLL Max HM (Siemens Healthineers, Erlanger, BY, Alemanha). Foram
quantificados os niveis de creatinina (em mg/dL), ureia (BUN, em mg/dL), AST (em U/L) e
ALT (em U/L). Todos as dosagens foram feitas a partir dos kits comerciais da Siemens, de

acordo com as instrucdes do fabricante.
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A coleta do sangue para determinagdo de lactato plasmatico foi feita a partir do aces-
so na artéria carotida esquerda, porém em microtubos contendo EDTA dissdédico (0,023 M) e
fluoreto de sodio (0,95 M) para inibi¢ao da glicolise. O plasma foi separado por centrifugagao
(1.500 x g, 10 min, 4 °C) e os niveis de lactato foram determinados por kit comercial da Lab-

test (LabTest Diagndstica S.A.). Os resultados foram expressos em mmol/L.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

O n experimental variou entre 4 e 12 de acordo com cada experimento, sendo indica-
do nas figuras e/ou nas legendas. O n foi suficiente para se detectar uma possivel diferenca
com poder de pelo menos 80%, um nivel de significancia de 0,05, usando-se testes bicaudais
e de acordo com a magnitude da diferenca esperada para cada varidvel analisada (de acordo
com dados prévios do laboratorio ou da literatura). Foi verificado se os dados apresentaram
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett.
Quando necessario, os dados foram transformados em logaritmos para alcancarem normalida-
de e homogeneidade de variancia. Os dados foram analisados por andlise de variancia de duas
vias (two-way ANOVA), seguido pelo pods-teste de Bonferroni. Exclusivamente para analise
de PAS e FC ao longo do tempo através da pletismografia de cauda, utilizou-se ANOVA de
duas vias com medidas repetidas. Os valores obtidos foram expressos como média + erro pa-
drao da média (EPM) do niimero de animais utilizados em cada experimento. As andlises es-
tatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software, San Diego,

CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DO EFEITO DO SILDENAFIL E TADALAFIL EM PARAME-
TROS CARDIOVASCULARES

4.1.1 Efeito do tratamento com sildenafil ou tadalafil na pressao arterial sistélica (PAS)

e na frequéncia cardiaca (FC)

Farmacos com mecanismo de a¢do diretamente relacionado com a via do NO, como
os inibidores de PDES, podem causar alteragdes na pressao arterial. Para averiguar este efeito,
ratos naive foram tratados com veiculo (DMSO), sildenafil ou tadalafil e foram posicionados
para que a PAS e a FC fossem aferidas em diferentes tempos pos-tratamento. Como ¢ possivel
observar na figura abaixo, a administragdo de sildenafil ou tadalafil nos ratos ndo induziu di-

ferencas na PAS (Figura 10 A) ou na FC (Figura 10 B) nos tempos analisados.

Figura 10: Efeito dos inibidores da PDES na PAS e na FC de ratos ao longo do tempo
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: ratos naive foram tratados com veiculo (circulos pretos, DMSO
0,2 mL/kg, s.c.), sildenafil (quadrados azuis, 10 mg/kg, s.c.) ou tadalafil (tridngulos verdes, 2 mg/kg, s.c.) e fo-
ram posicionados nos tubos de conten¢do para analise da (A) pressdo arterial sistolica (PAS) e (B) frequéncia
cardiaca (FC) sem uso de anestesia, através da técnica de pletismografia de cauda. Os valores foram obtidos nos
tempos 1, 2, 4, 8, 12 e 24 h pos-tratamento. Os valores basais pré-tratamento (0 h) foram obtidos a partir da mé-
dia de resultados obtidos nos 3 dias do periodo de adaptagdo. Os resultados representam a média = EPM (n = 6).
(ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguido pelo pos-teste de Bonferroni).
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4.1.2 Resposta da administracio de nitroprussiato de sodio in vivo: efeitos na pressao

arterial (PA)

Devido a diferenca nos tempos de meia-vida plasmatica do sildenafil e tadalafil men-
cionados anteriormente, foi realizado um experimento controle para determinar a resposta na
pressao arterial ao nitroprussiato de sddio, um doador de NO, cujo efeito hipotensor ¢ poten-
cializado na presenga dos inibidores de PDES. Ratos naive foram tratados com veiculo
(DMSO), sildenafil ou tadalafil e submetidos a analise da PA in vivo frente a administragdo de
doses crescentes de nitroprussiato de sodio em diferentes tempos pos-tratamento. Os ratos
permaneceram anestesiados durante toda a obtengao dos valores.

De uma forma geral, em todos os tempos pds-tratamento analisados (1, 2, 4, 8 e 16
h), a administra¢ao dos inibidores de PDES sildenafil (Figura 11) e tadalafil (Figura 12) au-
mentou a dura¢do do tempo da resposta hipotensora frente a diferentes doses de nitroprussia-
to, sendo a resposta muito semelhante entre os tempos observados, com pequenas diferengas
que podem ser notadas pela indica¢do na legenda dos graficos. Por exemplo, a partir da dose
de 1,0 nmol/kg, ja foram observadas diferencgas na duracdo da resposta ao nitroprussiato nos
animais tratados com sildenafil e analisados 16 h depois (aumento de 1,62 vez) e nos animais
tratados com tadalafil e analisados 8 h depois (aumento de 1,72 vez), quando comparados
com os animais do grupo Veiculo. A duragao da resposta hipotensora na dose mais alta admi-
nistrada, de 300,0 nmol/kg, aumentou em todos os tempos analisados e foi pelo menos 1,51

vez maior nos animais tratados com sildenafil ou tadalafil.
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Figura 11: Efeito do sildenafil na duracdo da resposta hipotensora frente a administragdo de
nitroprussiato de sodio
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: ratos naive foram tratados com veiculo (V: DMSO, 0,2 mL/kg,
s.c.) ou sildenafil (10 mg/kg, s.c.). Em diferentes tempos ap6s o tratamento (1, 2, 4, 8 ou 16 h), os animais foram
anestesiados e preparados para analise de pressdo arterial (PA). Os valores registrados demonstram a duragédo da
resposta hipotensora frente a administragdo de diferentes doses de nitroprussiato de sédio (i.v.), variando de 0,1 a
300 nmol/kg. Para melhor clareza dos resultados, os resultados obtidos dos grupos que receberam veiculo (1, 2,
4, 8 ¢ 16 h) foram agrupados em um tnico grupo. Os resultados representam a média = EPM. *grupo Veiculo em
relag@o a todos os outros grupos; #grupo Veiculo em relagdo aos grupos Sildenafil 1, 2, 8 e 16 h; dgrupo Veicu-
lo em relag@o ao grupo Sildenafil 8 h; &grupo Veiculo em relagdo aos grupos Sildenafil 4 ¢ 16 h; §grupo Veicu-
lo em relag@o ao grupo Sildenafil 16 h (p < 0,05, ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Bonferroni).

Figura 12: Efeito do tadalafil na duracdo da resposta hipotensora frente a administragao de
nitroprussiato de sodio
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: ratos naive foram tratados com veiculo (V: DMSO, 0,2 mL/kg,
s.c.) ou tadalafil (2 mg/kg, s.c.). Em diferentes tempos apds o tratamento (1, 2, 4, 8 ou 16 h), os animais foram
anestesiados e preparados para analise de pressdo arterial (PA). Os valores registrados demonstram a duragdo da
resposta hipotensora frente a administracao de diferentes doses de nitroprussiato de sodio (i.v.), variando de 0,1 a
300 nmol/kg. Para melhor clareza dos resultados, os resultados obtidos dos grupos que receberam veiculo (1, 2,
4, 8 e 16 h) foram agrupados em um unico grupo. Os resultados representam a média = EPM. *grupo Veiculo em
relagd@o a todos os outros grupos; #grupo Veiculo em relagdo aos grupos Tadalafil 1, 4, 8 e 16 h; ®grupo Veiculo
em relag@o aos grupos Tadalafil 4 e 8 h; §grupo Veiculo em relagdo aos grupos Tadalafil 8 h (p < 0,05, ANOVA
de duas vias seguido pelo pos-teste de Bonferroni).
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4.2 EFEITOS DE INIBIDORES DA PDES NA SEPSE

4.2.1 Efeito da infusdo de noradrenalina in vivo na pressao arterial (PA), frequéncia

cardiaca (FC) e fluxo sanguineo renal (FSR) durante a sepse

A hipotensao persistente e refratdria a agentes vasoconstritores ¢ caracteristica do
choque séptico. Assim, foi avaliada a resposta a noradrenalina, um agonista adrenérgico, na
pressdo arterial. Ratos Sham e CLP foram tratados com veiculo (DMSO) ou tadalafil e foram
anestesiados e preparados para avaliagdo da pressdo arterial, frequéncia cardiaca e fluxo san-
guineo renal.

Os dados obtidos sobre a pressdo arterial média mostram que, 24 horas apds o CLP,
os animais apresentam hipotensao arterial (Figura 13 B - tempo 0 min; Sham Veiculo: 120,7 +
3,706 mmHg; CLP Veiculo: 70,49 + 3,679 mmHg). O tratamento com tadalafil ndo alterou a
pressao arterial basal dos animais. No tempo de 2 minutos apds o inicio da infusdo com nora-
drenalina (Figura 13 A), houve a resposta maxima de aumento da pressdo arterial para todos
os grupos experimentais (aumento de 1,58 vez no grupo Sham Veiculo; de 1,69 vez no grupo
Sham Tadalafil; de 1,81 vez no grupo CLP Veiculo e de 1,74 vez no grupo CLP Tadalafil).
Durante os 30 minutos de infusdo com noradrenalina, a resposta pressorica dos animais sépti-
cos permaneceu sempre inferior quando comparada com a resposta pressorica dos animais
Sham.

Na Figura 13 D, podemos observar um aumento da frequéncia cardiaca basal dos
animais sépticos em relacdo aos animais Sham (tempo 0 min; Sham Veiculo: 256,6 + 8,058
BPM; CLP Veiculo: 282.8 + 8,927 BPM) bem como no tempo de 1 minuto apds o inicio da
infusdo (Figura 13 C - Sham Veiculo: 256,6 + 8,07 BPM; CLP Veiculo: 283,8 + 8,582 BPM).
Ao longo do tempo restante com a infusdo de noradrenalina, os valores de frequéncia cardiaca
foram aumentando gradualmente e se igualaram em todos os grupos experimentais. Os ani-
mais sépticos também apresentaram fluxo sanguineo renal basal reduzido comparado com os
animais Sham (Figura 13 F - tempo 0 min; Sham Veiculo: 292,9 + 11,34 UP; CLP Veiculo:
197,7 £ 8,544 UP), assim como durante os tempos apds o inicio da infusdo de 1 min, no qual
apresentaram reducao de 1,49 vez, 2 min (reducdo de 1,24 vez) e 5 min (redugdo de 1,18 vez).
Apos esse tempo, ndo houve mais diferengas no fluxo sanguineo renal dos animais Sham e
CLP (Figura 13 E). O tratamento com tadalafil ndo interferiu em nenhum dos parametros re-

gistrados antes ou durante a infusdo com noradrenalina.
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Figura 13: Resposta da infusdo de noradrenalina na PA, na FC e no FSR durante a sepse
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: oito horas apds o procedimento Sham ou CLP, os ratos foram
tratados com veiculo (V: DMSO, 0,2 mL/kg, s.c.) ou tadalafil (Tad: 2 mg/kg, s.c.). Um dia apds os procedimen-
tos cirargicos (24 h), os animais foram anestesiados e preparados para analise de pressao arterial (PA), frequén-
cia cardiaca (FC) e fluxo sanguineo renal (FSR), obtendo-se os valores basais (tempo 0 min; Figuras B,D e F) e
os valores registrados durante 30 minutos de infusdo com noradrenalina, na dose de 0,03 pmol/kg/min (Figuras
A, C e E). Os resultados representam a média + EPM (n = 6). *grupos CLP em relagdo aos grupos Sham (p <
0,05, ANOVA de duas vias seguido pelo poés-teste de Bonferroni). BPM: batimentos por minuto. UP: unidades
de perfusao.
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4.2.2 Atividade enzimatica mieloperoxidase (MPO) no tecido cardiaco durante a sepse

Para avaliar a infiltragdo de neutrofilos no coragdo, foi realizado um ensaio quantita-
tivo da atividade enzimatica da MPO, um marcador indireto da presenca destas células. Esta
enzima constitui a maior parte do contetido proteico nos granulos azuréfilos citoplasmaticos
dos neutroéfilos (GROSS et al., 2009), e uma maior atividade enzimatica sugere maior presen-
ca destas células.

Os resultados mostram que houve aumento de aproximadamente 2 vezes na infiltra-
¢ao de neutrofilos no tecido cardiaco dos animais sépticos em relagdo aos animais Sham (Fi-
gura 14). O tratamento com sildenafil ou tadalafil, entretanto, ndo alterou o aumento induzido

pelo procedimento de CLP.

Figura 14: Infiltracdo de neutroéfilos no tecido cardiaco durante a sepse

*

o

| ] P

Sil Tad V Sil Tad

Atividade da MPO
(D.O. / mg de proteina)

Sham CLP

Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: oito horas apds o procedimento Sham ou CLP, os ratos foram
tratados com veiculo (V; DMSO 0,2 mL/kg, s.c.), sildenafil (Sil; 10 mg/kg, s.c.) ou tadalafil (Tad; 2 mg/kg, s.c.).
Um dia ap6s os procedimentos (24 h), os coragdes dos animais foram coletados e analisados para atividade da
MPO. Os resultados representam a média + EPM (n =10 a 12). *grupos CLP em relagdo aos grupos Sham (p <
0,05, ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Bonferroni).

4.2.3 Niveis de tetrahidrobiopterina (BH4) na urina

Sabendo-se que a via de sinalizacdo do NO est4 diretamente envolvida na fisiopato-
logia da sepse, foram quantificados os niveis de BH4, um cofator essencial para a atividade

das 3 isoformas da enzima 6xido nitrico sintase (MOENS & KASS, 2006). Nos tempos de 0 h
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e 12 h ap6s os procedimentos Sham ou CLP (Figuras 15 A e 15 B), ndo houve diferencgas sig-
nificativas entre os grupos experimentais. Entretanto, ¢ possivel observar que, no tempo de 24
h (Figura 15 C), os niveis de BH4 na urina dos animais sépticos apresentaram redugdo de 1,48

vez quando comparados aos animais Sham.

Figura 15: Niveis de BH4 na urina ao longo do estabelecimento da sepse
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: oito horas ap6és o procedimento Sham ou CLP, os ratos foram
tratados com veiculo (V; DMSO 0,2 mL/kg, s.c.) ou sildenafil (Sil; 10 mg/kg, s.c.). Nos tempos 0 h (antes dos
procedimentos), 12 h e 24 h, a urina dos animais foi coletada e analisada para quantificagdo de BH4. Os resulta-
dos representam a média = EPM (n =5 a 6). *grupos CLP em relagdo aos grupos Sham (p < 0,05, ANOVA de
duas vias seguido pelo poés-teste de Bonferroni).

4.2.4 Niveis plasmaticos de nitrito/nitrato (NOx)

Visando a determinacao indireta do NO plasmatico, foram mensurados os niveis de
seus metabdlitos, nitrito e nitrato (NOx). Os dados obtidos demonstram um aumento signifi-

cativo de 2,75 vezes nos niveis plasmaticos de NOx dos grupos CLP, 24 h ap6s os procedi-
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mentos, em relagcdo aos grupos Sham. A administracdo de tadalafil foi capaz de atenuar este
aumento de NOx plasmatico induzido pelo CLP, reduzindo cerca de 1,47 vez (Figura 16). O

sildenafil, por outro lado, ndo alterou os niveis de NOx.

Figura 16: Niveis plasmaticos de nitrito/nitrato (NOx) durante a sepse
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: oito horas apds o procedimento Sham ou CLP, os ratos foram
tratados com veiculo (V; DMSO, 0,2 mL/kg, s.c.), sildenafil (Sil; 10 mg/kg, s.c.) ou tadalafil (Tad; 2 mg/kg,
s.c.). O sangue dos animais foi obtido 24 h apds os procedimentos e o plasma foi separado para mensuragao dos
niveis de nitrito/nitrato (NOx). Os resultados representam a média + EPM (n =9 a 10). *grupos CLP em relagéo
aos grupos Sham. #CLP Tad comparado com CLP V. (p < 0,05, ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de
Bonferroni).

4.2.5 Niveis de glicose no sangue

Sabendo-se que durante a sepse ocorrem alteracdes metabolicas, foi determinado o
perfil glicémico dos animais ao longo do tempo (antes dos procedimentos cirargicos — tempo
0 h e nos tempos 8, 12 e 24 h apdés Sham ou CLP). Os resultados apresentados na Figura 17
demonstram que os animais sépticos, ja no tempo de 8 horas, apresentam niveis glicémicos
menores quando comparado com os animais Sham (Sham Veiculo: 129,2 £ 5,516 mg/dL;
CLP Veiculo: 85,17 £ 14,79 mg/dL). Os dados obtidos das medidas nos tempos de 12 € 24 h
demonstram que os animais sépticos permaneceram hipoglicémicos quando comparados com
os animais Sham (no tempo de 12 h, a glicemia dos animais CLP comparada com os animais
Sham estava 1,78 vez menor; no tempo de 24 h, 1,45 vez menor). O tratamento com tadalafil

ndo interferiu nos niveis glicEémicos dos grupos experimentais.
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Figura 17: Perfil glicémico dos animais ao longo do estabelecimento da sepse
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: os animais foram divididos em quatro grupos e tiveram seus
niveis de glicemia medidos antes (0 h) e ap6s os procedimentos de Sham ou CLP nos tempos 8, 12 ¢ 24 h. No
tempo de 8 h, apds a medida da glicemia, os ratos foram tratados com veiculo (DMSO, 0,2 mL/kg, s.c.) ou tada-
lafil (2 mg/kg, s.c.). O sangue dos animais foi obtido sem uso de anestésico, através de um corte transversal na
cauda, suficiente para obten¢@o de uma gota de sangue para medida em glicosimetro. Os resultados representam
a média £ EPM (n = 6). *grupos CLP em relagdo aos grupos Sham. (p < 0,05, ANOVA de duas vias seguido
pelo pos-teste de Bonferroni).

4.2.6 Niveis plasmaticos de creatinina, ureia, aspartato aminotransferase (AST), alanina

aminotransferase (ALT) e lactato

Para avaliar o dano de multiplos 6rgaos durante a sepse, foram quantificados os ni-
veis de marcadores bioquimicos plasmaticos de dano renal (creatinina e ureia), dano hepatico
(AST e ALT) e indicador de ma perfusdo tecidual (lactato). Os dados representados nas Figu-
ras 18 C, D e E mostram, respectivamente, um aumento de 1,57 vez nos niveis de AST, de
1,13 vez nos niveis de ALT e de 6,07 vezes nos niveis de lactato dos animais sépticos em re-
lagdo aos dados obtidos do plasma dos animais Sham, 24 h apos os procedimentos. O trata-
mento com inibidores de PDES ndo alterou essa resposta. Nao houve diferencas nos niveis de

creatinina e ureia entre os animais dos grupos Sham e CLP (Figuras 18 A e B).
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Figura 18: Niveis plasmaticos de marcadores de dano tecidual (creatinina, ureia, AST, ALT e
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Fonte: figura elaborada pelo autor (2020). Notas: oito horas apds o procedimento Sham ou CLP, os ratos foram
tratados com veiculo (V; DMSO, 0,2 mL/kg, s.c.), sildenafil (Sil; 10 mg/kg, s.c.) ou tadalafil (Tad; 2 mg/kg,
s.c.). O sangue dos animais foi obtido 24 h ap6s os procedimentos e o plasma foi separado para mensuragao de
creatinina (A), ureia (B), AST (C), ALT (D) e lactato (E). Os resultados representam a média + EPM (n=10 a
15). *grupos CLP em relagdo aos grupos Sham. (p < 0,05, ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Bon-

ferroni).



61

5 DISCUSSAO

O papel do NO vem sendo analisado em diversos modelos de doencgas cardiovascula-
res. Na sepse, o NO foi inicialmente implicado como um mediador deletério, porém evidén-
cias de que o NO ndo age apenas como um fator prejudicial se encontram na literatura e de-
monstram a importancia de se manter um ambiente de microcirculagao adequado, para que os
tecidos se mantenham devidamente perfundidos durante o estabelecimento desta sindrome.
No presente estudo, avaliamos os possiveis efeitos da potencializagao da via do NO através da
inibi¢do da PDES nas disfung¢des cardiovasculares e metabdlicas induzidas por um modelo
experimental de sepse em ratos. A sepse experimental foi induzida através do modelo CLP,
gerando alteragdes deletérias em varios aspectos, como hipotensdo arterial refratdria, aumento
de infiltracdo de neutrdfilos no tecido cardiaco e hipoglicemia, bem como aumento nos niveis
de marcadores plasmaticos de dano tecidual. De modo geral, a interven¢do com inibidores de
PDES no protocolo experimental utilizado demonstrou pouca ou nenhuma interferéncia nos
parametros avaliados.

Existem diferentes estratégias para aumentar a sinaliza¢do da via do NO, cada uma
com suas proprias limitagcdes. Por exemplo, existe a possibilidade de potencializar a via atra-
vés do fornecimento do proprio NO por inalagdao ou pela administragdo de nitratos, mas a res-
posta obtida ¢ transiente pois a meia-vida do NO ¢ muito curta, além dos nitratos passarem
por um mecanismo de tolerancia com perda da efic4cia terapéutica (MUNZEL, DAIBER &
MULSCH, 2005). Adicionalmente, espécies reativas de oxigénio geradas em excesso em
condigdes patologicas podem ndo sé sequestrar a molécula de NO, como também oxidar o
grupamento heme da enzima sGC, limitando o sitio de agdo do 6xido nitrico para producdo de
cGMP (LUNDBERG, GLADWIN & WEITZBERG, 2015). Este mesmo mecanismo interfere
no modo de a¢dao dos compostos estimuladores da sGC, como o riociguat. Neste sentido, ini-
bir a enzima PDES para potencializar a via do NO em momentos mais adiantes (downstream)
parece ser uma boa estratégia em diferentes condigdes patologicas.

Os inibidores de PDES5 possuem um bom perfil de seguranga para sua administracao,
mesmo em individuos com doengas cardiovasculares ou que estejam fazendo uso de anti-
hipertensivos (com exce¢ao de nitratos) (RASHID, 2005). Dados obtidos em ensaios clinicos
controlados indicam que ndo hd aumento no risco de infarto do miocardio ou morte por moti-
vos cardiovasculares em pessoas que fazem uso de inibidores de PDES, comparados com in-

dividuos que ndo o fazem (SUSSMAN, 2004). Dessa forma, os inibidores de PDES somente
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sdo contraindicados em individuos que fazem uso de doadores de NO, como os nitratos, ou
estimuladores da guanilato ciclase (riociguat), uma vez que o efeito final da via NO/cGMP
serd potencializado. Entretanto, existem controvérsias em estudos que avaliam se doses Unicas
de sildenafil reduzem ou ndo a pressdo arterial de forma aguda em pessoas saudaveis (OLI-
VER, MELVILLE & WEBB, 2006). Em nosso trabalho, avaliamos esta questdo através do
experimento de pletismografia de cauda, observando que doses unicas de 10 mg/kg de silde-
nafil e 2 mg/kg de tadalafil em ratos naive nao geraram alteracdes na pressdo arterial sistolica
ao longo de um periodo de 24 horas.

Por outro lado, quando analisamos a resposta da administra¢do do nitroprussiato de
sodio na pressao arterial média dos animais, observa-se uma maior duragao no tempo em que
os animais ficam hipotensos. Inusitadamente, o efeito hipotensor do nitroprussiato permane-
ceu prolongado no tempo de 16 horas apds o tratamento tanto com sildenafil quanto com tada-
lafil, ao contrario do que se esperava, uma vez que o sildenafil possui tempo de meia-vida
plasmatica muito menor quando se compara os dois farmacos. Apesar de este ser um resultado
preliminar com um numero pequeno de animais, nos leva a pensar sobre possiveis motivos
para esta resposta. Resultados anteriores do grupo (KOVALSKI et al., 2017) mostraram que,
no tempo de 16 h ap6s a administracdo de sildenafil, a duragdo da resposta hipotensora do
nitroprussiato ja estava igual a dos animais tratados com veiculo. Entretanto, algumas diferen-
cas sdo observadas entre os trabalhos. Optamos pela dilui¢do do farmaco com DMSO ao invés
de solucgao salina (NaCl 0,9%), uma vez que o farmaco apresentou pouca solubilidade em
meio aquoso. Além disso, apesar da dose utilizada ter sido a mesma (10 mg/kg), a via de ad-
ministracdo foi alterada de via oral para a via subcutanea neste trabalho. Um estudo com ava-
liacdes farmacocinéticas feitas por Shin, Bae e Lee (2006) em ratos mostrou que, devido a um
extenso metabolismo de primeira passagem, a biodisponibilidade do sildenafil apds adminis-
tracdo por via oral ¢ de somente 14,6%, sendo talvez um dos principais fatores que possam ter
determinado as divergéncias encontradas. Sugere-se que a administragdo subcutanea do silde-
nafil aumentou a biodisponibilidade do farmaco substancialmente, possivelmente fazendo
com que o sildenafil continuasse tendo efeito mesmo apds 16 h do tratamento.

A sepse ¢ uma das condicdes clinicas mais dificeis de se reproduzir em modelos
animais. Os modelos atualmente utilizados englobam a administragdo de toxinas exdgenas
(como o LPS), a administracdo de patdogenos viaveis ou a ruptura das barreiras endogenas
protetoras do animal. Dentre eles, considera-se que o CLP ¢ o modelo que fornece uma boa

representacao da complexidade da sepse humana (DEJAGER et al., 2011). Entretanto, apesar
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da sua relevancia clinica, o CLP possui suas limitagdes assim como qualquer outro modelo
experimental. Uma das principais desvantagens ¢ a grande variabilidade nas respostas obtidas
através do CLP. Dentre os fatores de variabilidade, se incluem: a por¢ao do ceco em que ¢
feita a ligadura (ou seja, o tamanho da necrose induzida), pois mesmo com a padronizagao
podem ocorrer pequenas variagdes; a forga exercida para fazer a ligadura; a quantidade de
conteudo intestinal extravasado; a microbiota de cada animal; a ocorréncia de pequenas he-
morragias, dentre outros (BURAS, HOLZMANN & SITKOVSKY, 2005). Assim, tanto a
variabilidade intrinseca do modelo, a qual dificulta a reprodutibilidade entre laboratérios de
pesquisa, quanto as diferencas entre o modelo experimental CLP e a sepse em humanos (Ta-
bela 5) justificam as falhas na translagdo de efeitos benéficos de farmacos em estudos com

animais para utilizagdo em ensaios clinicos humanos.

Tabela 5: Discrepancias entre o modelo experimental de sepse CLP e a sepse em humanos

Discrepancia

Modelo de sepse: CLP

Sepse em humanos

Normalmente animais

Idade . Maioria em neonatos ou idosos
jovens
Peso Semelhante Variavel
Sexo Normalmente um sexo Ambos os sexos
Estado imunolégico Otimo Frequentemente sub-6timo
Estado nutricional Igual Diverso
Genética Geneticamente similares Heterogéneos

Fatores sociais

Raramente

Frequente: habitos de fumar e
beber, estresse

Ambiente

Padronizado, frequente-
mente livre de patdgenos

Variavel

Inicio da doenga

Normalmente rdpido

Normalmente lento

Insulto causador

Polimicrobiano: mistura de
bactérias entéricas

Bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, virus, fungos

Antibidticos

As vezes

Frequentemente usados, muitas
vezes inefetivos

Tratamento

Normalmente inicial

Normalmente tardio

Comum: hipertensao, cancer, ate-

Comorbidades Raramente rosclerose, diabetes, imunossu-
pressdo pré-existente
Comum: antibidticos, ressuscitacdo
fluida, ventilagdo mecanica, supor-
Tratamento de suporte Raramente ’ ¢ » SUP

te na pressdo sanguinea com va-
sopressores

Fonte: adaptado de Dejager et a/ (2011).
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Em nosso estudo, observamos um indicativo de maior infiltrado de neutréfilos no te-
cido cardiaco, através do aumento da atividade da enzima MPO. Estes resultados corroboram
analises observadas na clinica, em que tecidos coletados de pacientes sépticos com disfungdo
de multiplos 6rgdos apresentam a presenca de neutrofilos sequestrados nos rins e pulmdes
(BREALEY & SINGER, 2000). Os neutrofilos fazem parte do sistema imune e sdo células
apropriadas para a fungao de eliminacao de bactérias patogénicas, uma vez que possuem esto-
ques de enzimas proteoliticas e alta produgdo de espécies reativas para degradar os patdgenos
que sdo internalizados (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013). Entretanto, uma vez que os
neutrofilos sdo recrutados aos tecidos, os mediadores inflamatoérios liberados extracelularmen-
te como os fatores proteoliticos e citocinas pro-inflamatorias geram danos locais e contribuem
para a faléncia de multiplos 6rgdos observada na sepse (BROWN et al., 2006). Adicionalmen-
te, os neutrofilos sequestrados nos leitos capilares podem causar danos indiretamente pela
oclusdo do limen vascular, contribuindo para a isquemia tecidual (SONEGO et al., 2016). As
evidéncias, portanto, mostram o papel dual do neutréfilo como crucial para conter o cresci-
mento microbiano, mas com indu¢do de danos secundarios aos orgdos durante a infeccao.
Estudo em modelo de fibrose pulmonar induzido por bleomicina em ratos apresentou reducao
da infiltracdo de neutrofilos nos pulmdes através do tratamento com sildenafil, também na
dose de 10 mg/kg (YILDIRIM et al., 2010). Entretanto, os inibidores de PDES ndo interferi-
ram no recrutamento dos neutrdfilos no modelo de sepse utilizado no presente trabalho.

Assim como o aumento de infiltragdo de neutroéfilos, a inflamagao excessiva durante
o quadro de sepse leva a uma produgdo exacerbada de NO, resultante principalmente da ativa-
cdo da isoforma induzivel da NOS. Como foi atribuido um papel deletério para esta produgdo
acentuada de NO durante a sepse, investigagdes no sentido de limitar a sintese de NO foram
conduzidas e um estudo clinico em fase II chegou a mostrar resultados promissores na sepse
através da utilizagcdo do inibidor de NOS nao seletivo L-NMMA (GROVER et al., 1999). Po-
rém, o estudo foi interrompido precocemente na subsequente fase III devido ao aumento da
mortalidade induzido pelo tratamento (LOPEZ et al.,2004). E importante destacar, entretanto,
que existe um questionamento no protocolo deste estudo. A falta de beneficios na inibig¢ao
nao-seletiva da NOS nao significa, necessariamente, que a falha se repetiria se houvesse uma
inibi¢do seletiva de alguma das isoformas, como a induzivel (STAHL, MATEJOVIC & RA-
DERMACHER, 2010), refor¢ando a ideia de que ¢ importante manter algum nivel de produ-

¢do e funcionamento da via NO/sGC/cGMP pelas isoformas constitutivas da NOS.
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Como mencionado anteriormente, o papel do NO na sepse € discutivel pois apresenta
aspectos negativos relevantes, como a hipotensdo arterial, mas também participa da manuten-
¢do da fungao microvascular e da resposta imunologica com efeitos antimicrobianos (WIN-
KLER ef al., 2017). Em nosso estudo, observamos um aumento nos niveis plasmaticos de
NOx, condizente com o aumento nos niveis de NOx presentes em pacientes com sepse € cho-
que séptico (MITAKA et al., 2003). Interessantemente, o tratamento com tadalafil atenuou o
aumento do NOx plasmatico nos ratos sépticos, o que pode ser resultante de uma menor pro-
dugao de NO ou, mais provavelmente, do aumento da depuracao destes metabolitos pelo sis-
tema renal. Experimentos adicionais, como por exemplo a avaliacdo da expressao proteica da
iNOS por Western Blotting, seriam validos para verificar se a inibi¢do da PDES interfere de
alguma forma na producao do NO por esta enzima.

Ainda relacionado a via do NO, n6s quantificamos no presente trabalho os niveis de
BH4 na urina dos animais, os quais se encontravam reduzidos nos animais sépticos. Dados na
literatura corroboram este resultado, apresentando menor biodisponibilidade de BH4 no cére-
bro de ratos sépticos 24 h apos o procedimento CLP (GAMAL ef al., 2018), bem como menor
expressao das enzimas envolvidas na sua sintese. Neste trabalho, os autores discutem que a
reducdo nos niveis de BH4 durante a sepse pode ser deletéria em varios aspectos, principal-
mente porque a falta de BH4 resulta na alteragdao da producao de NO pelas enzimas NOS para
producdo de espécies reativas (LAM, HYLAND & HEALES, 2007).

Durante a sepse, ha uma grande variabilidade entre os sintomas dos pacientes, que
podem apresentar tanto hiperglicemia quanto hipoglicemia (PLUMMER & DEANE, 2016).
Na pratica clinica, as ultimas diretrizes do Surviving Sepsis Campaign recomendam manter a
glicemia < 180 mg/dL, sem um alvo minimo (a ndo ser que o paciente entre em estado de hi-
poglicemia, isto ¢, < 70 mg/dL) (RHODES et al., 2017). Episodios hipoglicémicos e a severi-
dade dos mesmos em pacientes criticamente doentes se correlacionam diretamente com au-
mento de risco de morte no hospital (EGI et al., 2010). Em relacdo ao perfil glicémico dos
animais no presente trabalho, observou-se uma hipoglicemia decorrente do modelo de sepse,
condizente com o que ocorre na clinica em humanos. Interessantemente, alguns dados na lite-
ratura indicam que o cGMP pode ter papel no controle glicémico (AYALA et al., 2007), le-
vando a realizacdo de estudos clinicos envolvendo inibidores seletivos de PDES na diabetes
tipo 2. Grandes estudos estdo em andamento!, porém ja ha indicacdo de resultados positivos

no uso dos inibidores de PDES no aumento da captagdo de glicose para o tecido muscular

! ClinicalTrials.gov: NCT02601989
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(JANSSON et al., 2010; MURDOLO et al., 2013). Nos nossos resultados, o tratamento com
inibidores de PDES nao alterou o perfil glicémico dos animais e nao potencializou a hipogli-
cemia induzida pela sepse.

Os marcadores plasmaticos de dano tecidual utilizados neste estudo compdem parte
de uma gama de testes laboratoriais de indices bioquimicos analisados na pratica clinica para
avaliar funcao de 6rgdos em pacientes sépticos (LI et al., 2016; ZHANG et al., 2019), bem
como em modelos experimentais de sepse (HUBER-LANG et al., 2001). Os marcadores ana-
lisados foram os indicadores de fungdo renal, ureia e creatinina, os indicadores de fungdo he-
patica, AST e ALT, e o indicador de ma perfusdo tecidual, lactato. Tanto os niveis de ureia
quanto os de creatinina nao foram diferentes entre os grupos Sham e CLP, similar aos resulta-
dos encontrados em um recente estudo (HOU et al., 2019), enquanto por outro lado ha tam-
bém os que encontram aumento destes marcadores (WANG et al., 2017), o que nos remete a
alta variabilidade inerente ao modelo. Ha inclusive um estudo que compara, em camundongos
sépticos, a efetividade da mensuragdo de creatinina, ureia e cistatina C, correlacionando com a
taxa de filtracdo glomerular de inulina. Com base nos resultados, o estudo sugere que a cista-
tina C, comparada com a creatinina e a ureia, detecta o dano renal agudo mais precocemente
no curso do estabelecimento da sepse induzida por CLP e melhor reflete a taxa de filtragao
glomerular (LEELAHAVANICHKUL et al., 2014).

O figado abrange func¢des de detoxificacdo e sintese de proteinas, tanto fisiologica-
mente quanto durante a sepse. Para manter o funcionamento normal, 25% do débito cardiaco
¢ direcionado para perfusao hepatica. Entretanto, durante a sepse, a entrega de oxigénio para o
tecido ¢ comprometida, gerando dois tipos de lesdes principais: a hepatite hipoxica e a coles-
tase, podendo também haver aparecimento de ictericia (NESSELER et al., 2012). Para moni-
torar a fungdo hepatica, sao dosados alguns marcadores, como os niveis de bilirrubina total,
gama-glutamil transferase, fosfatase alcalina e as aminotransferases (AST e ALT). Os marca-
dores utilizados no presente estudo, AST e ALT, frequentemente se encontram aumentados
em pacientes com sepse (KOSKINAS et al., 2008). Vale ressaltar que a AST ndo ¢ uma en-
zima majoritariamente liberada do figado, pois também ¢ expressa em varios outros tecidos
(como musculo esquelético, coragdo, pulmdes, cérebro, rins, entre outros), enquanto a ALT ¢
expressa principalmente no figado (LESCOT et al., 2012). Em nosso estudo, assim como em
outros envolvendo modelos animais de sepse (JIANG et al., 2018; WANG et al., 2019), os
niveis de AST e ALT se apresentaram elevados nos animais CLP em relacdo aos animais

Sham, indicando dessa forma o dano hepatico induzido pela sepse.
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O aumento da concentragdo de lactato no sangue, também chamado de hiperlactate-
mia, ¢ visto com frequéncia em pacientes com sepse (MARTY et al., 2013), sendo inclusive
um critério de inclusdo no diagnoéstico de choque séptico. Este aumento de lactato € visto co-
mo um marcador bioldgico de hipoxia tecidual devido a um desbalango entre a demanda e a
oferta de oxigénio no corpo (LEE & AN, 2016). De fato, os animais sépticos avaliados no
presente estudo apresentaram aumento nos niveis sanguineos de lactato quando comparado
com os animais dos grupos Sham, corroborando dados de modelos experimentais que se en-
contram na literatura (DESHPANDE, HEIDEMANN & SARNAIK, 2000). Contudo, a inter-
pretacdo dos niveis de lactato apenas como um indice de ma perfusdo tecidual ¢ tida como
simplificada atualmente, pois ha de se levar em consideragdo alguns outros aspectos que po-
dem causar uma acumulagdo de lactato no organismo, mesmo que na auséncia de hipdxia te-
cidual. Um estudo observou altas concentracdes de lactato sérico em pacientes sépticos mes-
mo que a disponibilidade de oxigénio no organismo estivesse trés vezes mais alta do que o
ponto critico de oferta de oxigénio (RONCO et al., 1993). Dentre outras causas de hiperlacta-
temia a serem consideradas durante a sepse, estao:

- A disfun¢do microvascular, com perfusdo heterogénea, levando a regides especifi-
cas do tecido gerarem lactato mesmo que com uma oferta global de oxigénio adequada (BA-
TEMAN & WALLEY, 2005);

- A disfun¢do mitocondrial, fazendo com que mesmo em tecidos devidamente oxige-
nados ocorra metabolismo anaerdbico, com producao de lactato (SUETRONG & WALLEY,
2016);

- O aumento da taxa de metabolismo nos pacientes sépticos (KREYMANN et al.,
1993), isto ¢, um maior fluxo glicolitico (o que excede a capacidade da enzima piruvato desi-
drogenase, levando parte do piruvato a ser convertido para lactato);

- O prejuizo na depuragao do lactato, ao invés de sua superprodugdo, o que pode
ocorrer em pacientes com fun¢do hepatica prejudicada (LEVRAUT et al., 1998).

De modo sistémico, o que se observa como caracteristicas fundamentais da disfun¢ao
cardiovascular durante a sepse (e, progressivamente, evoluindo a um choque séptico) sdo a
vasodilatacdo periférica, hiporreatividade a vasoconstritores, aumento da permeabilidade vas-
cular, hipovolemia e disfun¢do cardiaca (RUSSEL, RUSH & BOYD, 2018). De acordo com o
Surviving Sepsis Campaign (RHODES et al., 2017), recomenda-se que a noradrenalina seja
utilizada como droga vasopressora de primeira escolha. Dessa forma, escolhemos a noradre-

nalina em nosso estudo para avaliar a resposta pressorica a um agente vasoconstritor durante a
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sepse. Ainda de acordo com estas diretrizes, vasopressinas podem ser utilizadas em conjunto
para diminuir a dose de noradrenalina. A dopamina também ¢ sugerida, mas apenas para gru-
pos especificos de pacientes, os quais devem ter baixo risco de taquiarritmias e apresentar
bradicardia. Adicionalmente, sugere-se dobutamina em pacientes que ainda apresentam sinais
de hipoperfusdo apesar da ressuscitagdo fluida e do(s) agente(s) vasopressor(es). Sobretudo, ¢
importante considerarmos sobre a dose de noradrenalina utilizada na infusdo. Na clinica, altas
doses de noradrenalina estdo diretamente associadas com pior prognostico € excesso de mor-
talidade (AUCHET et al., 2017), uma vez que vasopressores adrenérgicos possuem o poten-
cial de causar efeitos adversos como aumento de estresse oxidativo, alteragdes no metabolis-
mo energético e modulagdo da resposta inflamatéria (HARTMANN et al., 2017).

Como esperado, os animais sépticos apresentaram-se hipotensos. A hipotensdo na
sepse ¢ originada de um conjunto de fatores, dentre eles a depressdao miocardica, a vasodilata-
¢do excessiva e a perda do volume de sangue circulante (hipovolemia) devido a um extrava-
samento capilar (QURESHI & RAJAH, 2008). Em ordem de se obter a estabilizagdo hemodi-
namica, ¢ recomendado a administragcdo de fluidos cristaloides para ressuscitagdo volémica, o
que foi mimetizado neste trabalho através da administragdo subcutanea de solucao salina esté-
ril. Também foi observado em nosso estudo o fato de que, apesar de administrada a mesma
dose de noradrenalina durante a infusdo, os animais sépticos ndo atingiram a mesma pressao
arterial que os animais dos grupos Sham, uma vez que além de hipotensos os animais se apre-
sentavam hiporreativos. Os principais agentes endogenos que geram vasoconstricdo atuam
através de receptores acoplados a proteina G, ou GPCR (do inglés, G-protein-coupled recep-
tors). Isto €, os receptores adrenérgicos, os receptores V1 (de vasopressinas) e os receptores
de angiotensina do tipo 1 (AT1). Durante diferentes estados de choque, como o choque sépti-
co, estes trés subtipos de receptores passam por um processo de dessensibilizacdo, uma vez
que a ativagao sustentada destes receptores pelos seus agonistas durante as fases iniciais do
choque sdo associadas com a sua fosforilagdo pela familia de quinases GPCR (GRKs, do in-
glés G-protein-coupled receptors kinases) (LEVY et al., 2018), sendo uma das principais cau-
sas da hiporreatividade a estes trés principais vasopressores. Atualmente, esta bem estabeleci-
do que a hipotensao associada com a hiporreatividade vascular ¢ associada com maior morta-
lidade na sepse (VARPULA et al., 2005). Desse modo, € possivel que a ndo visualizacdo do
aumento de alguns dos marcadores de dano tecidual ocorreu devido ao tempo em que foram
feitas as analises, visto que as disfun¢des hemodinamicas observadas neste trabalho evidenci-

am a gravidade do quadro de sepse induzido pelo CLP.
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Assim como em pacientes sépticos, os quais frequentemente possuem frequéncia
cardiaca aumentada (DAGHER et al., 2018), os animais dos grupos CLP apresentaram sinto-
mas de taquicardia em relagao aos animais dos grupos Sham. Em resposta a patogenos invaso-
res, o organismo se dispde de uma super-estimulagdo do sistema nervoso simpatico, para que
o hospedeiro monte uma resposta rapida e eficiente (PEMBERTON et al., 2015). Contudo,
alguns pacientes mantém uma elevagdo continua de catecolaminas (BENEDICT & ROSE,
1992), o que somado com a terapia vasopressora culmina em um excesso de catecolaminas
que pode ser deletério no organismo. Ja foi demonstrado em pacientes criticamente doentes
que uma taquicardia prolongada se relaciona com uma maior incidéncia de eventos cardiacos,
além de estar associada com maior tempo de estadia na UTI (SANDER et al., 2005). Dessa
forma, o excesso de vasoconstritores endogenos e exdgenos na circulagdo visando o aumento
da pressdo arterial e a melhora na pressao de perfusdo nos 6rgdos vitais pode, de forma con-
traditoria, acabar gerando uma vasoconstricdo excessiva e resultar em um prejuizo na perfu-
sdo tecidual (DE BACKER & FOULON, 2019). Neste sentido, o uso de inibidores de PDES
poderia ter sido interessante, embora pelos dados obtidos neste trabalho esta hipotese nao te-
nha sido confirmada.

Além disso, os animais sépticos também apresentaram valores basais reduzidos de
fluxo sanguineo renal. Contudo, no decorrer da infusdo de noradrenalina, diferentemente do
que houve na resposta da pressdo arterial, os valores de frequéncia cardiaca e de fluxo sangui-
neo renal se igualaram entre os grupos Sham e CLP. Um estudo em modelo experimental de
choque séptico em porcos mostrou aumento da resisténcia vascular renal e disfuncao dos rins
(BENES et al., 2011), sendo que esta resposta vasoconstritora ocorreu na presenca da vasodi-
latagdo em outras partes do organismo, sugerindo uma redistribui¢do do fluxo sanguineo.
Além disso, ndo so a perfusdo do 6rgdo como um todo ¢ afetada, pois também se desenvol-
vem disfungdes microcirculatorias. Estudos em modelo de endotoxemia em camundongos
(WU et al., 2007) e em modelo de sepse em ratos (SEELY ef al., 2011) mostraram reducao do
fluxo sanguineo na microcirculagdo peritubular. Quanto as evidéncias clinicas, Prowle et al
(2012) demonstraram que pacientes com dano renal agudo induzido pela sepse apresentam
uma reducdo no fluxo sanguineo renal. Estes dados, portanto, corroboram os achados neste
estudo no quesito de reducdo de fluxo sanguineo renal, embora o tratamento com o tadalafil
ndo foi capaz de reverter este quadro.

No status atual, a sepse se encontra como uma sindrome desafiadora, para a qual um

protocolo rigido e homogéneo nao levard a um bom padrao de tratamento dados os diversos
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sintomas e a populacdo heterogénea de pacientes. Por este motivo, a terapia deve ser ajustada
para atender as necessidades de cada paciente, e isso se estende a urgéncia de encontrar abor-
dagens alternativas de tratamentos adjuvantes. Neste sentido, evidéncias ja apontam que ¢
necessario minimizar a exposi¢ao a vasoconstritores e priorizar a perfusdo de 6rgdos, evitando
assim o dano generalizado. Uma das formas de melhorar a perfusdo microvascular seria atra-
vés de agentes vasodilatadores, os quais vem sendo estudados e t€ém mostrado resultados
promissores (SPRONK et al., 2002; HE et al., 2012; KOVALSKI et al., 2017), embora de
fato ainda haja uma escassez de evidéncias bdasicas e clinicas para levantar concretamente os
pontos positivos e negativos neste tipo de terapia. No presente trabalho, investigamos esta
linha de raciocinio, visando melhorar as anormalidades hemodinamicas para amenizar os da-
nos em diferentes 6rgdos através da inibi¢do da PDES. Apesar da nossa hipotese ndo ter se
mostrado verdadeira, ainda had muito espago para explorar possiveis beneficios oriundos de
uma melhora de perfusdo tecidual, seja com diferentes protocolos experimentais ou com far-

macos com diferentes mecanismos de agao.
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6 CONCLUSOES

De um modo geral, com base nos dados obtidos neste trabalho, conclui-se que os
animais sépticos apresentaram disfungdes e danos em diferentes sistemas, assim como se ob-
serva na pratica clinica. Os inibidores seletivos de PDES sildenafil e tadalafil ndo demonstra-
ram melhorar ou interferir nas disfun¢des induzidas pela sepse nas condi¢des do protocolo
experimental utilizado neste trabalho.

Contudo, os presentes achados nao dispensam a necessidade da investigacao de no-
vos agentes para auxiliar no desequilibrio dos diferentes sistemas do organismo durante a
sepse, principalmente os que auxiliem no processo de melhora de perfusdo tecidual, uma vez
que esta ¢ muito acometida durante esta sindrome.

Adicionalmente, destaca-se a consideracao de perspectivas com possiveis experimen-
tos para o entendimento de alguns pontos neste trabalho, como o Western Blotting para de-
terminagdo da expressao tecidual de iNOS e PDES, a quantificacdo de citocinas, a avaliacao
da fungdo cardiaca pelo método de Langendorff, bem como analises no tecido renal. Conside-
ra-se também o teste de diferentes doses de sildenafil por via subcutanea, para que se possam

distinguir os efeitos tardios do sildenafil com o tadalafil.
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