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RESUMO

A sepse € uma disfung&o organica causada por uma resposta imune desregulada do
hospedeiro diante de uma infecgdo. Com isso, ocorrem profundas alteracbes que
afetam o sistema cardiovascular, causam agregacado plaquetaria, migragcdo de
neutréfilos, prejudicam a estabilidade endotelial vascular e por fim, levam ao
desenvolvimento da disfungdo multiorganica que se relaciona a alta mortalidade.
Essas alteracdes celulares tém diferentes causas, dentre elas, a mudancga nos niveis
de nucleotideos ciclicos (CAMP e cGMP) nos diferentes microdominios de sinalizacao,
levando a perturbagdes na transducgéo de sinalizagao intracelular. Diferentes pontos
de vias que levam a sintese de cAMP e cGMP estdo comprometidas durante a sepse.
Diante disso, um importante alvo molecular na modulagcdo do conteudo de
nucleotideos ciclicos sdo as enzimas fosfodiesterases (PDEs), responsaveis por
degradar e controlar a difusdo de cAMP e cGMP, e a ativacédo de alvos moleculares
no interior dos microdominios de sinalizacdo. Dentre as PDEs, a familia PDE3 exibe
atividade dual, controlando a hidrélise de ambos os nucleotideos. O cilostazol € um
inibidor seletivo de PDE3 aprovado e seguro no uso clinico como uma estratégia de
aumento na biodisponibilidade de nucleotideos ciclicos. Portanto, noés investigamos o
impacto da inibicdo de PDE3 pelo cilostazol em parametros cardiovasculares,
hemodinamicos, inflamatérios e na sobrevida em um modelo experimental de sepse.
A sepse foi induzida pelo procedimento cirurgico de ligagao e perfuracéo cecal (CLP)
em ratos wistar machos e os animais controle foram os falso-operados (sham).
Cilostazol (15 mg/kg, og) ou veiculo foi administrado seis horas depois do
procedimento cirurgico. Em diferentes tempos ao longo de vinte de quatro horas apos
o procedimento de CLP foram obtidos parametros cardiovasculares, inflamatérios e
relacionados a danos multiorganicos, além da sobrevida dos animais que foi avaliada
durante cento e vinte horas. Esse estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da UFSC (CEUA, numero 1667100417). Os animais sépticos
apresentaram aumento no escore de gravidade de doenga, hipotensao, taquicardia,
reducao no fluxo sanguineo renal, prejuizo na resposta de hiperemia vascular pos-
oclusiva muscular, hiporreatividade vascular, inflamagao sistémica, desenvolvimento
de disfuncdo multiorganica e mortalidade ao longo do tempo. Além disso, observou-
se reducdes no conteudo plasmatico e em alguns tecidos de nucleotideos ciclicos,
principalmente de cGMP. Nao foram observadas alteragdes no conteudo proteico de
PDES3A e pPDE3A (Ser312) por conta da sepse. A inibicdo de PDE3A aumentou os
niveis de cAMP no plasma e no tecido muscular nos animais sépticos, preveniu a
queda no fluxo sanguineo renal, reduziu marcadores de inflamagado e ma perfuséo
tecidual como o lactato, melhorou parcialmente a reatividade vascular para
vasoconstritores, reduziu parcialmente a migragcao de neutréfilos e o extravasamento
vascular tecidual. Entretanto, no tecido cardiaco gerou indicios de lesdo por
sobrecarga cardiaca por hiperativagao de via receptores (3-adrenérgicos/CAMP/PKA,
apesar de reduzir conteudo de NOS2 e modular receptor A2a e ENT1. Por fim, o
cilostazol quando associado a antibioticoterapia reduziu o risco de mortalidade nos
animais no inicio da sepse. Diante dos resultados, a inibicdo de PDE3 parece agir na
prevencao da progressdao do quadro de sepse para choque séptico nos animais,
exibindo alguns beneficios celulares que podem ser associados a modulagdo dos
niveis de CAMP nos microdominios de sinalizagao celular.

Palavras-chave: nucleotideos ciclicos; cilostazol; sistema cardiovascular; choque
séptico; ligacao e perfuragao cecal.



ABSTRACT

Sepsis is a life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host immune
response to infection. Because of this, profound changes occur, impairing the
cardiovascular system, causing platelet aggregation, and neutrophil migration,
impairing vascular endothelial stabilization, and leading to multiorgan dysfunction
establishment related to high mortality. These cellular alterations have different
causes, including changes in cyclic nucleotide (CAMP and cGMP) levels in the distinct
signaling microdomains, leading to disturbances in intracellular signaling transduction.
Furthermore, different upstream pathways that lead to the synthesis of CAMP and
cGMP are compromised during sepsis. Therefore, a critical molecular target in
modulating the range of cyclic nucleotides are the phosphodiesterase enzymes
(PDEs), responsible for degrading and controlling the diffusion of cAMP and cGMP
and the activation of molecular targets restrict in the signaling microdomains. Among
the PDEs, the PDE3 family exhibits dual activity, controlling the hydrolysis of both
nucleotides. Cilostazol is a selective PDE3 inhibitor approved and safe for clinical use
as a strategy to increase the bioavailability of cyclic nucleotides. Thus, we investigated
the impact of PDE3 inhibition by cilostazol on cardiovascular, hemodynamic,
inflammatory, and survival parameters in an experimental model of sepsis. Sepsis was
performed by cecal ligation and puncture (CLP) procedure in male Wistar rats, and the
control animals were sham-operated. Cilostazol (15 mg/kg, og) or vehicle was
administered six hours later. After that, data were obtained at different times over
twenty-four hours after the CLP procedure regarding cardiovascular, inflammatory and
multiorgan damage parameters, in addition to percent survival during one hundred and
twenty hours. This study was previously approved by the University Institutional Ethics
Committee (Protocol number 1667100417). Septic animals presented increased
disease severity score, hypotension, tachycardia, reduced renal blood flow, impaired
post-occlusive muscular, vascular hyperemia response, vascular hyporeactivity,
systemic inflammation, development of multiorgan dysfunction, and mortality over
time. In addition, reductions in plasma and some tissues of cyclic nucleotide levels,
mainly cGMP, were observed. No changes in PDE3A and pPDE3A (Ser312) protein
content due to sepsis were observed. PDE3A inhibition increased cAMP levels in
plasma and muscle tissue in septic animals. In addition, improved parameters such as
renal blood flow renal, reduced biomarkers of inflammation and poor blood perfusion
as lactate, partially improved vascular reactivity to vasoconstrictors, partially reduced
neutrophil migration, and vascular tissue leakage. However, in cardiac tissue, it
exhibited signs of injury due to cardiac overload due to hyperactivation of the (-
adrenergic receptors/cCAMP/PKA pathway, despite reducing NOS2 content and
modulating A2A and ENT1 receptors. Ultimately, cilostazol, when associated with
antibiotic therapy, reduced mortality risk at the onset of sepsis in animals. Given the
results, PDES3 inhibition seems to prevent the progression of sepsis to septic shock in
animals, showing some cellular benefits that may be associated with the modulation of
cAMP levels in the cell signaling microdomains.

Keywords: cyclic nucleotides; cilostazol; cardiovascular system; septic shock; cecal
ligation and puncture.
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1 INTRODUGAO

1.1 SEPSE: DEFINICOES E EPIDEMIOLOGIA

Num contexto historico, a palavra sepse origina-se do grego septikos e
mengodes ao termo sepse ja apareciam em poemas de Homero (700 a.C.) e Hipdcrates
(460-377 a.C.) que descrevem a sepse como sendo um perigoso e odorifero
comprometimento biolégico que poderia ocorrer no organismo (Funk, Parrillo e Kumar,
2009).

A sepse tem sido historicamente uma sindrome heterogénea com complexa
definicdo clinica sendo caracterizada por uma resposta imune desequilibrada do
hospedeiro a um evento infeccioso. Por conta da dificuldade na defini¢gdo clinica da
doenca e na tentativa de uniformizar os critérios diagnosticos da sepse, no ano de
1991, durante a reunido de consenso da American College of Chest Physicians e da
Society of Critical Care Medicine a doenga foi definida como uma resposta inflamatéria
sistémica associada a uma infeccdo. Nessa reunido também foram definidos os
quadros de sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS, do inglés, Systemic
Inflammatory Response Syndrome), sepse, sepse grave e choque séptico (Abraham
etal., 2000; Bone et al., 1992). Os critérios diagnodsticos definidos na época receberam
duras criticas nos anos seguintes por apresentarem alta sensibilidade e baixa
especificidade no diagnéstico do paciente séptico, além da dificuldade na classificagéo
clinica do paciente de acordo com a escala de gravidade. As mesmas sociedades se
reuniram novamente em 2001 na busca por tornar as definicbes mais claras e
especificas. Nesse sentido, a avaliacdo e diagndstico do paciente séptico passou a
considerar variaveis inflamatérias, hemodinamicas, perfusdo tecidual e disfungao
organica (Levy et al., 2003).

Em 2016 ocorreu a ultima atualizagao nos critérios de definigcdo e diagndstico
de sepse pelos esforcos da Society of Critical Care Medicine e European Society of
Intensive Care Medicine, passando a existir somente a classificacdo de sepse e
choque séptico. A definicdo de sepse passa a ser um quadro de disfungédo organica
potencialmente fatal causado por uma resposta imunoldgica desregulada a uma
infeccdo. Ja o choque séptico define-se por ser um quadro de sepse, porém com
grandes anormalidades circulatérias, celulares e metabdlicas capazes de aumentar

substancialmente a mortalidade (Singer et al., 2016).
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Na pratica clinica para o diagnostico de sepse e a mensuracéo da severidade
de danos organicos se adotou o uso do escore SOFA (do inglés, Sequential Organ
Failure Assessment). Os pacientes sao diagnosticados com sepse ao apresentarem
infecgao sistémica e pontuacédo no escore de SOFA de dois pontos ou mais. Ja os
pacientes com choque séptico apresentam sepse, hipotensao persistente e refrataria,
necessitando de vasopressores para manutengao da pressao arterial média (PAM)
acima de 65 mmHg e niveis de lactato maiores que 2 mmol/L apds reanimagao
volémica (Cecconi et al., 2018). A tabela 1 a seguir demonstra quais s&o os critérios

avaliados no escore SOFA.

Tabela 1. Critérios que compoéem o escore SOFA (Sequential Organ Failure

Assessment)
ESCORE
SISTEMA 0 1 2 3 4
Respiratoério
PaO2/FIOz, 2400 <400 <300 <200 <100
mmHg (KPa)
Coagulagao
Plaquetas, 2150 <150 <100 <50 <20
x103/uL
Figado
Bilirrubina, mg/dL | <1,2  1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12,0
(umol/L)
Cardiovascular | PAM PAM Dopamina Dopamina Dopamina
=70 <70 <5 ou 5.1-1.5 ou >15 ou
mmHg mmHg dobutamina fenilefrina fenilefrina
qualquer <0.1 ou =0.1 ou
dose? noradrenalina noradrenalina
<0.12 >0.12
Sistema
Nervoso Central
Escala de coma 15 13-14 10-12 6-9 <6
de Glasgow®
Renal
Creatinina, mg/dL | <1.2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0
(umol/L)
Débito urinario, <500 <200
mL/d

Fonte: Adaptado de Singer et al., 2016.

Pa02, pressao parcial de oxigénio; FIO2, fragao inspirada de oxigénio; PAM, presséo arterial média.
aDoses de catecolaminas administradas em pg/Kg/min por no minimo 1 h.

bEscala de coma de Glasgow: pontuagdo de 3 a 15; quanto mais préximo de 15 melhor é a fungéo
neurolégica.
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A incidéncia de sepse é elevada ao redor do mundo e tem aumentado ao
longo dos anos. Um estudo feito em paises de alta renda sugere que ocorrem
anualmente em torno de 31,5 milhdes de casos de sepse, sendo do total 19,4 milhdes
de casos de choque séptico, causando 5,3 milhdées de mortes no mundo. Porém, os
dados tanto de incidéncia quanto de mortalidade podem ser ainda maiores quando
considerarmos a estrutura dos sistemas de saude em paises de meédia e baixa renda
(Rudd et al., 2020). As elevadas taxas de morbidade e mortalidade observadas na
sepse sdo em decorréncia da disfungdo multipla organica que afeta varios 6rgaos e
tecidos. Entre eles, esta o sistema cardiovascular, no qual a disfuncéo cardiaca
precede e favorece o desenvolvimento de disfungbes organicas secundarias,
contribuindo para o desenvolvimento da faléncia multipla em outros 6rgéos (Pool,
Gomez e Kellum, 2018). Portanto, a sepse e a subsequente disfungdo multiorgéanica
permanece sendo a principal causa de mortalidade em pacientes hospitalizados,
sendo o choque séptico responsavel por mais de 50% da mortalidade total observada
em unidades de tratamento intensivo (UTIs).

No Brasil, os numeros atuais relacionados a sepse sdo escassos. O Instituto
Latino-americano de Sepse (ILAS) avaliou a prevaléncia estimada de sepse no pais
(SPREAD, do inglés Sepsis PREvalence Assessment Database) a partir de um estudo
observacional. Nesse estudo foram incluidos 227 UTIs de hospitais publicos e
privados nas diferentes regides brasileiras. O estudo mostrou que os pacientes
sépticos ocupavam em torno de 30% da totalidade de leitos disponiveis e que a
mortalidade observada foi alta, 55,5%, ndo apontando diferengas entre os hospitais
publicos e privados na mortalidade observada (Machado et al., 2017). Um segundo
estudo agora longitudinal avaliando dados de 2006 a 2015 apontou que a incidéncia
de novos casos da doenga aumentou 50,5% durante o periodo analisado no Brasil. A
letalidade da sepse em criangas e adolescentes caiu 40,1%, porém nas demais faixas
etarias observou-se um aumento de 11,4%. Ainda, diferente do estudo anterior,
observou-se maior mortalidade em hospitais publicos (55,5%) quando comparado a
hospitais privados (37%) (Neira, Hamacher e Japiassu, 2018). Recentemente, um
novo estudo do SPREAD-ED (do inglés, Sepsis Prevalence Assessment Database in
Emergency Department) coordenado pelo ILAS, incluindo amostras obtidas por
conveniéncia de 74 prontos-socorros de sistema publico e privado de saude de todas
as regides do Brasil apontou que, além da alta mortalidade observada principalmente

na rede publica de saude, ha uma alocacao inadequada dos pacientes que leva a um
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atraso no acesso do paciente grave a UTls em ambos os sistemas, mas de forma mais
expressiva também na rede publica, e a justificativa para isso € a falta de estrutura e
leitos de UTls disponiveis (Machado et al., 2023). Apesar de alguns dados conflitantes
entre os estudos, todos apontam para um dado alarmante, a alta mortalidade
observada no pais.

Além da alta taxa de mortalidade, a doenca também reduz a qualidade de vida
dos pacientes sobreviventes (Langley et al., 2013; Poll, van der et al., 2017). Nos
ultimos anos, apesar de terem ocorridos avangos na pesquisa basica e clinica
relacionadas a sepse, o prognostico de pacientes sépticos permanece marcadamente
ruim, nao existindo até hoje um tratamento farmacolégico aprovado direcionado a
sepse e sim um suporte terapéutico para o controle da infeccdo e disfungao
multiorganica. Por conta disso, em 2017 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
reconheceu a sepse como uma prioridade em saude e por conta disso adotou uma
resolugdo para melhorar a prevengao, diagnostico e manejo clinico da doencga
(Reinhart et al., 2017).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE E SINALIZACAO CELULAR

A sepse € uma sindrome altamente heterogénea causada por uma resposta
imune desequilibrada do hospedeiro frente a uma infeccdo. Vale ressaltar que,
embora a infecgdo seja o evento desencadeante da doenga, a resposta imune
aberrante frequentemente permanece apés o tratamento bem-sucedido da infecgao
com os antimicrobianos (Fink e Shaw Warren, 2014; Marshall, 2014).

Em geral, na fisiopatologia da sepse é considerada uma fase inicial hiper
inflamatdria que perdura por varios dias, seguida por uma fase imunossupressora
mais prolongada (Hotchkiss, Monneret e Payen, 2013b). Por muitos anos, a resposta
inflamatoria desproporcional a infecgao foi considerada central na patogénese da
sepse, porém atualmente esta claro que a resposta do hospedeiro é perturbada de
uma maneira muito mais complexa, envolvendo inflamagéo excessiva e sustentada,
supressao imunoldgica e uma falha em retornar a homeostase (Poll, Van Der et al.,
2017).

Um estudo nos EUA onde avaliou-se mais de trezentos mil pacientes com
sepse constatou que em 63% dos casos, as infecgdes tinham origem comunitarias,
11% eram infeccbes adquiridas no ambiente hospitalar e 26% eram infecgdes

relacionadas ao cuidado em saude (hospitalizagdes recentes, residentes de casa de
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longa permanéncia de idosos, pacientes em hemodialise, entre outros) (Page,
Donnelly e Wang, 2015). Os sitios de infec¢gdes mais comumente relacionados aos
quadros de sepse sao sistema respiratério, seguido por infeccdées abdominais,
geniturinarias, bacteremia primaria (corrente sanguinea), infec¢des de pele e tecidos
moles (Angus et al., 2001; Leligdowicz et al., 2014). Os microrganismos causadores
da doencga podem ser bactérias, fungos, virus e protozoarios, com destaque para as
bactérias e fungos, porém com uma crescente importancia nos casos de origem viral
principalmente apos a recente pandemia do virus SARS-COV2. Dentre as principais
bactérias isoladas em pacientes sépticos estdo as Gram-positivas (Streptococcus
pneumoniae e Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa) (Vincent et al., 2009).

Durante a infec¢do, o reconhecimento do patégeno € mediado por receptores
de reconhecimento de padrdes (PRRs, do inglés pattern recognition receptors) que
detectam produtos comuns de vias de biossintese de microrganismos - como por
exemplo lipolissacarideo (LPS) bacteriano, chamados de padrbes moleculares
associados ao patdégeno (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular patterns).
Na sepse diferentes PRRs e PAMPs estdo envolvidos na resposta para os diferentes
microrganismos, como por exemplo receptores Toll-like (TLR1, 2, 4, 5 e 6) que
reconhecem produtos bacterianos como acido lipoteicoico, lipoproteinas, flagelina, e
TLRs intracelulares (TLR3, 7 e 9) envolvidos na detecgao de material genético de virus
ou bactérias. Outros receptores que reconhecem produtos microbianos incluem
receptores do tipo NOD - dominio de oligomerizacao de nucleotideos (NLRs, do inglés
NOD-like receptors), receptores do tipo RIG-1 - acido retindico indutivel do gene 1
(RLRs, do inglés RIG-1-like receptors) e receptores de lecitina do tipo C. A ativagao
desses diferentes receptores durante a infeccéo é essencial para o reconhecimento
de uma ampla gama de microrganismos e resultar em efeitos complementares,
sinérgicos ou antagbnicos, modulando assim a imunidade inata e adaptativa. Os
PRRs também reconhecem produtos do proprio hospedeiro, denominados padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs, do inglés damage-associated molecular
patterns), como as proteinas de alta mobilidade B1 (HMGB1, do inglés high mobility
group box-1), que apresentam um importante papel na regulagdo da resposta
inflamatoria (Ishii et al., 2008; Salomao et al., 2012). O crosstalk entre PAMPs e
DAMPs desencadeia uma cascata de diferentes vias de sinalizacao intracelulares, se

destacando a subsequente ativacéo e translocacéo do citoplasma para o nucleo do
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fator nuclear kappa B (NFkB, do inglés, Nuclear Factor kB), promovendo ativagao de
genes-alvo e levando a transcri¢gao de diversas citocinas pro-inflamatérias (Lawrence,
2009).

A liberacao de mediadores inflamatorios por células da imunidade inata apés o
reconhecimento do patégeno, como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a, do inglés
tumor necrosis factor-a), interleucina-6 (IL-6), -1 (IL-1) estimulam o aumento da
expressao de isoformas das enzimas oxido nitrico sintase (NOS, do inglés nitric oxide
synthase), principalmente a isoforma tipo 2 (NOS2) aumentando a sintese de 6xido
nitrico (NO, do inglés nitric oxide), neste contexto também ocorre 0 aumento da
sintese de prostaglandinas e leucotrienos (O’'Brien et al., 2007). A acao desses
mediadores sobre as células endoteliais resulta na ativacdo da coagulagéo,
vasodilatacdo, extravasamento vascular, rolamento e migracdo de neutrofilos
juntamente com mediadores inflamatérios para o espago extravascular, contribuindo
de maneira central na fisiopatologia das disfungdes organicas e hipotensao durante a
sepse (Angus e Poll, van der, 2013). Além disso, a resposta inflamatdria desencadeia
ativagao de fatores pro-coagulantes, enquanto fatores anticoagulantes naturais, como
proteina C ativada, anti-trombina, inibidores de fator tecidual estdo diminuidos na
sepse, resultando em um estado pro-coagulante com formacao de multiplos
microtrombos que obstruem pequenos vasos, que em Uultima analise levam a
coagulacgao intravascular disseminada (Marshall, 2003).

Todo o organismo € afetado na sepse, porém, por razdes praticas relacionadas
a facilidade com que a funcdo do 6rgao pode ser avaliada, alguns sistemas sao
normalmente avaliados na pratica clinica e por conta disso sdo os mais amplamente
estudados: o sistema cardiorrenal, neurolégico, hematolégico e hepatico (Lelubre e
Vincent, 2018). Além disso, é importante ressaltar que a disfungdo de um unico 6rgéao
€ rara, em parte devido a existéncia de 'crosstalk érgao-6rgao' ou interorganizagao
crosstalk, de modo que a faléncia de um 6érgao leva a disfuncdo de outro 6rgao
(Vincent e Backer, De, 2013). A figura 1 abaixo destaca a ocorréncia da disfungao

multiorganica na sepse e quais parametros podem ser avaliados na pratica clinica.
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Figura 1. Disfuncdo multiorganica observada durante a sepse e choque séptico. Diferentes 6rgaos
e sistemas sdo acometidos durante a doenga, contribuindo para o desenvolvimento da faléncia de
multiplos 6rgdos observados na sepse e choque séptico. Na pratica clinica, esses diferentes
paradmetros sao monitorados para avaliar a evolugao do paciente.

Adaptado de Lelubre e Vincent, 2018.

O sistema cardiovascular é altamente comprometido na sepse, sendo a
hipotensao arterial uma caracteristica marcante na disfuncéo cardiovascular em
pacientes sépticos. Os principais fatores que contribuem para a fisiopatologia da
hipotensao arterial sdo os quadros hipovolemia, aumento da permeabilidade vascular,
reducdo do tdnus vascular e depressdo miocardica, que pode ser grave e esta
associada a diminuigdes globais das fracées de ejecao dos ventriculos esquerdo e
direito. A reducao no tonus vascular esta associada principalmente a niveis elevados
de NO e peroxinitritos (Levy et al., 2010). Ja a depressdo miocardica pode ocorrer
como resultado da toxicidade direta dos mediadores inflamatérios sobre os
cardiomidcitos (Antonucci et al., 2014).

A disfungao cardiovascular gera um efeito cascata que repercute em outros
sistemas, muito dependente do choque distributivo de sangue, oxigénio e nutrientes
aos tecidos, resultando em metabolismo celular de oxigénio anormal e hiperlactatemia
(Honore et al., 2015; Vincent e Backer, De, 2013). Embora anormalidades circulatorias
sistémicas sejam faceis de serem identificadas e de maior facilidade na intervencgao,
as anormalidades da microcirculagao, incluindo uma diminui¢ao na densidade capilar

e um aumento na heterogeneidade da perfusdo, normalmente também estdo
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presentes e podem persistir mesmo apoés restauracao global das variaveis sistémicas,
como pressao arterial e oferta de oxigénio (Backer, De et al., 2014). A sepse causa
disfungdo na autorregulagdo da microcirculagdo, assim alguns capilares sé&o
subperfundidos enquanto outros recebem um aumento desproporcional de fluxo
sanguineo. Esse desequilibrio leva a hipdxia na microcirculagao de algumas regioes,
resultando em um déficit na oxigenacgéao tecidual causado pela ma perfusao (Mok et
al., 2021). Somado a isso, na sepse ha profundas alteragbes na sinalizagao celular
que favorecem o desenvolvimento de disfungdes na micro- e macrocirculagao, além
de diferentes danos teciduais levando ao desenvolvimento da faléncia multiorganica.
Isso reforca a importancia em reestabelecer o equilibrio hemodinamico e de perfusao
tecidual na doenca tdo intimamente ligados ao desenvolvimento da faléncia de
multiplos 6rgéos.

A eficiente integracdo de sinais extra- e intracelulares € necessaria para a
correta sinalizagdo e manutengao do funcionamento celular. Diferentes doencas
humanas, como por exemplo a sepse, resultam de anormalidades em funcdes
celulares decorrentes de uma desregulagdo na integragdo da sinalizagdo celular
(Maurice et al., 2014). Durante esse fendbmeno de sinalizagdo celular, numerosos
sistemas efetores estdo envolvidos; entre eles esta um dos primeiros sistemas de
transducéo intracelular de sinal descritos, os nucleotideos ciclicos (Arora et al., 2013;
Baillie, Tejeda e Kelly, 2019).

Na sepse, observa-se uma redugdo nos niveis do nucleotideo ciclico,
adenosina 3',5-monofosfato ciclico (cAMP, do inglés cyclic adenosine
monophosphate), através de modelos experimentais da doenga (Neviere et al., 2016;
Thangamalai et al., 2013). Essa diminuigdo em parte € atribuida a uma reducéo da
expressado e atividade da enzima adenilil ciclase (AC), porém também pode ser
justificada pela alteracao na densidade de receptores metabotropicos acoplados a
proteina G (GPCRs, do inglés G protein-coupled receptors), que fazem transdugéao de
sinal através da AC e que nesse contexto levam a uma menor atividade enzimatica
(Bohm et al., 1995). Essas evidéncias experimentais comprovam que a sepse altera
diferentes elementos da via de sinalizagao, culminando em reducao dos niveis de
cAMP. Alteragbes também sao observadas nos niveis de guanosina 3’,5’-monofosfato
ciclico (cGMP, do inglés cyclic guanosine monophosphate) durante a sepse, com a

observagdo de diminuicdo da atividade enzimatica da guanilil ciclase (GC),
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responsavel pela produ¢do do cGMP durante fases iniciais no desenvolvimento da
sindrome (Fernandes et al., 2006).

Os sistemas de sinalizagcédo de nucleotideos ciclicos (cCAMP e cGMP) regulam
muitos processos fisioldgicos, incluindo contragdo muscular cardiaca, vasodilatagao,
proliferagdo e diferenciagao celular, expressdo génica, inflamacgao, apoptose e vias
metabdlicas (Francis, Blount e Corbin, 2011). Como na sepse observa-se uma
reducdo dos niveis de nucleotideos ciclicos em alguns momentos da evolugao
temporal da doenga, uma abordagem farmacoldgica visando o aumento ou prevengao
na queda nos niveis desses segundos mensageiros pode contribuir na normalizagao
das disfungbes organicas observadas.

Os niveis de nucleotideos ciclicos podem ser modulados através de sua
producado, ou mais eficientemente através da inibicdo de enzimas responsaveis pela
sua degradacao, as 3’,5'-fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos (PDEs, do inglés
phosphodiesterases). Essas enzimas estao distribuidas em 11 distintas familias, de
acordo com afinidade pelos substratos cGMP e/ou cAMP, perfil de inibicdo
farmacolodgica e distribuicdo tecidual (Maurice et al., 2014). O impacto e a utilidade
terapéutica do bloqueio na hidrélise de nucleotideos ciclicos catalisada por PDEs sao
reconhecidos ha muito tempo, existindo inibidores de PDEs utilizados na clinica para
diferentes indicagdes, como promocgado de aumento na fungao cardiaca, melhora na

vasodilatagao, perfuséo tecidual, entre outros (Baillie, Tejeda e Kelly, 2019).

1.3 ENZIMAS FOSFODIESTERASES

O cAMP e cGMP sao sintetizados pelas enzimas adenilil- e guanilil ciclase
respectivamente, e transduzem sinais celulares através de muitos alvos efetores,
como a proteina cinase- ativada por cAMP (PKA, do inglés protein kinase A), ativada
por cGMP (PKG, do inglés protein kinase G), canais idnicos controlados por
nucleotideos ciclicos, proteinas de troca ativadas diretamente por cAMP (EPAC1 e 2,
do inglés exchange proteins directly activated by cAMP) e PDEs (Francis, Blount e
Corbin, 2011). Por fim, a transdugdo de sinais por nucleotideos ciclicos leva a
fosforilagao de inumeros alvos, modulando a transcricao proteica através da interacao
com a proteina de ligagado ao elemento de resposta (CREB, do inglés cAMP response
element-binding protein). De forma oposta, a ativacdo de PDEs pelos nucleotideos
ciclicos leva a destruicdo de cAMP e cGMP, exercendo controle negativo sobre o

fendmeno de transducgao de sinal por eles operados (Baillie, Tejeda e Kelly, 2019).
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A historia das PDEs iniciou mesmo antes da descoberta dos nucleotideos
ciclicos com o trabalho de Henry Hyde Salter (1823-71), um importante médico e
pesquisador na area do conhecimento relacionada a asma. Henry possuia asma e
percebeu que quando consumia café, sua respiracdo melhorava, um efeito que foi
atribuido as propriedades broncodilatadoras da cafeina (Sakula, 1985). O mecanismo
de acao da cafeina naquele momento era desconhecido, porém foi associado com a
inibicdo de PDEs anos mais tarde. Por conta disso, analogos da cafeina foram
introduzidos com sucesso como tratamentos de doencas respiratérias — porém,
atualmente ja se sabe que os principais efeitos farmacoldgicos da cafeina sao
atribuidos a sua agao antagonista em receptores de adenosina, pois a cafeina € um
inibidor pouco potente de PDEs, necessitando de alta concentragao local para inibir
essas enzimas, sendo tais concentragcbes atingidas somente em estudos com
modelos in vitro. Em 1958, utilizando extrato de figado, Earl Sutherland e Ted Rall
demostraram pela primeira vez a existéncia de um nucleotideo termoestavel (cCAMP)
atuando como um segundo mensageiro mediando varios efeitos celulares de
neurotransmissores e hormoénios. Neste mesmo estudo, a PDE foi identificada como
sendo a enzima responsavel pela inativacdo do cAMP, também se demonstrou que
essa enzima poderia ser ativada com adicdo de magnésio e inibida com adi¢cdo de
cafeina (Sutherland e Rall, 1958). Ja a molécula de cGMP foi identificada apenas cinco
anos mais tarde através da analise de urina de ratos, adicionando-se esse segundo
importante nucleotideo ciclico no conhecimento sobre os sistemas de sinalizagao
celular (Ashman et al., 1963). Por conta de sua grande contribuicdo na descoberta do
cAMP na sinalizagado de hormdnios, Sutherland foi laureado com o prémio Novel em
medicina e fisiologia no ano de 1971.

Desde a descoberta da existéncia das PDEs, o conhecimento sobre essas
enzimas progrediu bastante. As PDEs constituem uma superfamilia altamente
conservada de enzimas diméricas responsaveis pela degradacdo candnica dos
nucleotideos 3’,5’-cCAMP e 3’,5’-cGMP nao canénica de 3’,5’-cCMP, 3’,5’-cIMP, and c-
di-GMP (Maurice et al., 2014; Schneider e Seifert, 2017). Existem onze familias de
PDEs que sao agrupadas de acordo com homologia e especificidade do dominio
catalitico C-terminal para cAMP e/ou cGMP. Cada familia apresenta multiplas
isoformas, diferindo no comprimento e complexidade de seus dominios regulatorios
N-terminal. Por exemplo, as familias de PDEs 1-3, 10 e 11 sdo PDEs de substrato

duplo capazes de hidrolisar cAMP e cGMP. As familias de PDEs 4, 7 e 8 séao
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especificas para cCAMP, por sua vez, as familias de PDEs 5, 6 e 9 sao especificas para
cGMP (Balillie, Tejeda e Kelly, 2019; Maurice et al., 2014). Em cada familia de PDE ha
multiplos genes que através de splicing alternativo dao origem ha mais de cem
variantes distintas de isoenzimas. A figura 2 a seguir retrata a disposicdo das
diferentes familias de PDEs no controle de sinaliza¢des intracelulares operadas pelos

nucleotideos ciclicos.
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Figura 2. Vias de sinalizagdo de nucleotideos ciclicos controladas pelas diferentes familias de
PDEs. Ambas as vias canénicas de sinalizagdo de nucleotideos ciclicos (cCAMP e cGMP) recebem
influéncias de diferentes moléculas responsaveis pela geragao, transdugéo e inativagdo dos sinais
celulares. O cAMP é sintetizado pela enzima adenilil ciclase transmembrana (tAC) que é ativada pela
proteina Gas e inibida por Gai, assim como pela enzima adenilil ciclase soluvel (SAC) que é ativada por
bicarbonato e célcio intracelular. J&4 o cGMP é sintetizado pela enzima guanilil ciclase particulada (pGC)
que é ativada por peptideos natriurético (NPs), também é sintetizado pela enzima guanilil ciclase soluvel
(sGC) que é ativada pelo 6xido nitrico (NO). Ambos, cAMP e cGMP ativam canais operados por
nucleotideos ciclicos (CNGs) e alostericamente modulam a atividade das enzimas fosfodiesterases
(PDEs), responsaveis pela degradacdo e controle da sinalizagdo dos nucleotideos ciclicos. Os
principais eventos de transdugéo de sinal pelo cGMP ¢é decorrente de sua atividade estimulatoria sobre
proteina cinase G (PKG), enquanto o cAMP ativa proteina cinase A (PKA), proteina de troca ativada
por cAMP (Epac) e proteinas de dominio popeye (POPDC). A transdugao de sinais por cAMP e cGMP
em ultima analise leva ao aumento na fosforilagdo de uma variedade de alvos moleculares downstream,
incluindo a proteina de ligagéo responsiva ao cAMP (CREB). As onze familias de PDEs podem ser
organizadas de acordo com a especificidade na degradacao e inativagdo dos nucleotideos ciclicos. As
familias PDE4, 7 e 8 de forma especifica atuam somente no controle de cAMP. Por outro lado, as
familias PDE5, 6 e 9 degradam especificamente cGMP. H& ainda as familias de PDE1, 2, 3, 10 e 11
que apresentam uma atividade enzimatica dual, controlando os niveis de cAMP e cGMP.

GPCR: receptor metabotrépico acoplado a proteina G.

Adaptado de Baillie, Tejeda e Kelly, 2019.
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Os determinantes estruturais nos dominios regulatérios N-terminal contribuem
para a localizagdo subcelular e formagao de sinalossomos unicos das PDEs (Lee,
Maurice e Baillie, 2013). A incorporagédo de diferentes familias ou subfamilias nos
sinalossomos especificos permite um ajuste fino na sinalizacdo dos nucleotideos
ciclicos (Kritzer et al., 2012). Por conta disso, mais de uma familia de PDE comumente
controla um ponto diferente de uma determinada sinalizagdo celular. Devido a
importancia do controle operado por essas enzimas, varios inibidores estao
disponiveis para uso clinico no tratamento de diferentes doengcas demonstrando
segurancga e eficacia terapéutica. Em detrimento da auséncia desses parametros —
seguranga e/ou eficacia - alguns inibidores de PDEs estao disponiveis somente como
ferramentas experimentais. As principais caracteristicas das onze familias de PDEs

assim como de seus inibidores disponiveis estdo sumarizados na tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas das diferentes familias de fosfodiesterases (PDEs) e seus inibidores farmacolégicos

(continua)
Familia Gene de PDE Especificidade Expressao tecidual Inibidores seletivos (IC50)
de PDE de substrato
Ampla; significante em miocitos Comercializado
PDE1A (9 variantes) cardiacos e vasculares, vimpocetina (14 uyM)
PDE1 PDE1B (2 variantes) | cAMP e cGMP | neurénios centrais e Nao comercializados
PDE1C (5 variantes) periféricos, células linfoides e W-7 (300 uM)
mieloides, testiculos e esperma 1C224 (80 nM)
Nao comercializados
Ampla; significantes no EHNA (800 nM)
PDE2 PDE2A (4 variantes) | cAMP e cGMP | encéfalo, coragdo, figado, oxindole (40 nM)
cortex da adrenal, endotélio e BAY60-7550 (4.7 nM)
plaquetas PDP (0.6 nM)
IC933 (4 nM)
Comercializados
cilostazol (200 nM)
amrinona (16.7 uM)
milrinona (150 nM)
Ampla; significante em midcitos enoximona (10 uM)
cardiacos e vasculares, olprinona (1.25 yM)
PDE3 PDE3A (3 variantes) | cAMP e cGMP | encéfalo, figado, tecidos pimobendan (320 nM)

PDE3B (1 variante)

adiposos, células B-
pancreaticas, endotélio, tecido
epitelial, oocitos e plaquetas

anagrelida (36 nM)
Nao comercializados
cilostamide (20 nM)
OPC-33540 (0.3 nM)
zardaverina (0.5-2 uM)
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(continua)

Familia Gene de PDE Especificidade Expressao tecidual Inibidores seletivos (IC50)
de PDE de substrato
Comercializados
roflumilaste (0.6 nM)
apremilast (74 nM)
crisaborol (490 nM)
drotaverina (6.07 uM)
PDEA4A (7 variantes) Ampla; significante em células Nao comercializados
PDE4 PDEA4B (4 variantes) cAMP do sistema cardiovascular, rolipram (1 uM)
PDEA4C (7 variantes) neurais, sistema imune e cilomilast (70-120 nM)
PDEA4D (9 variantes) inflamatdrio Ro 20-1724 (5 pM)
piclamilast (1 nM)
zardaverina (0.8—4 uM)
Comercializados
Ampla; significante em midcitos sildenafil (5 nM)
vasculares, miécitos cardiacos vardenafil (1 nM)
PDE5 PDES5A (3 variantes) cGMP doentes, pulmdes, encéfalo, tadalafil (5 nM)
plaquetas, rins, tecidos do Nao comercializado
sistema gastrointestinal e pénis | zaprinaste (500-700 nM)
PDEGA (1 variante) Limitada aos fotorreceptores e
PDEG6 PDEG6B (1 variante) cGMP glandula pineal Indisponivel
PDEGC (1 variante)
Ampla em tecidos incluindo Nao comercializados
PDE7 PDETYA (3 variantes) cAMP baco, encéfalo, pulmdes e rins, ASB16165 (15 nM)
PDE7B (4 variantes) além de células linfoides e BRL 50481 (2.1 uM)
mieloides
PDES8A (5 variantes) Ampla, significante nos Nao comercializado
PDES8 PDES8B (6 variantes) cAMP testiculos e tireoide PF-04957325 (43 uM)
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(concluséao)

Familia Gene de PDE Especificidade Expressao tecidual Inibidores seletivos (IC50)
de PDE de substrato
Nao comercializados
Ampla, significante no bago, Zaprinaste (35 uM)
PDE9 PDEO9A (20 variantes) cGMP encéfalo e células intestinais BAY73-6691 (55 nM)
PF-04447943 (2.8 nM)
WYQ-C28L (22 nM)
Limitada ao encéfalo e Comercializado
PDE10 | PDE10A (6 variantes) cAMP testiculos Papaverina (36 nM)

Limitada a prostata, testiculos,
PDE11 PDE11 (4 variantes) cAMP glandulas salivares e pituitaria Indisponivel

Fonte: Adaptado de Baillie, Tejeda e Kelly, 2019; Maurice et al., 2014.
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1.4 FOSFODIESTERASE 3

A familia de enzimas PDE3 apresenta atividade enzimatica dual, com
afinidades submicromolares para os nucleotideos ciclicos, porém com uma atividade
catalitica maior sobre cAMP do que cGMP. Portanto, o cGMP se comporta como um
inibidor competitivo na hidrolise de cAMP pela PDE3. As enzimas PDE3 sao
expressas em diferentes tecidos, com destaque no tecido cardiaco de muitas
especies, sendo abundantes em mamiferos, incluindo humanos. No tecido cardiaco
humano, a atividade de PDE3 esta presente no citosol e fragdes microssomais, sendo
que essa ultima reune a maior parte da atividade enzimatica de hidrélise de cAMP
(Ahmad et al., 2015). A PDES3 é codificada por dois genes — PDE3A e PDE3B. Ambos
sao expressos no tecido cardiaco, porém a isoforma PDE3A é predominante
(Hambleton et al., 2005; Wechsler et al., 2002). Ainda, trabalhos utilizando a técnica
de knockout desses genes em camundongos mostraram que PDE3A ¢é a responsavel
pelos efeitos cardioténicos observados no uso clinico de inibidores de PDE3 (Beca et
al., 2013; Sun et al., 2007). Ha trés isoformas distintas de PDE3A (PDE3A1, -2 e -3)
que diferem no dominio N-terminal proteico, sendo essas diferengas essenciais para
o aprisionamento dessas isoformas em distintos compartimentos subcelulares
juntamente com outros parceiros moleculares, que sao determinantes para a
formagcdo dos microdominios de sinalizagdo. A PDE3A1 é a isoforma mais longa e
contém ambos os dominios hidrofébicos NHR1 e NHR2 sendo encontrada na fracéo
particulada em compartimentos celulares. A PDE3A2 contém somente o dominio
hidrofébico NHR2 e pode ser detectada tanto nas fragdes particuladas quanto
citosolicas nas células. Ja a isoforma PDE3AS3 é a mais curta, ndo possuindo residuos
hidrofébicos, estando presente somente no citosol das células (Wechsler et al., 2002).
Opondo-se a diversidade de isoformas de PDE3A, até o momento apenas uma
isoforma de PDE3B foi descrita, estando localizada no tecido cardiaco na regiao de
tubulos-T proximo de mitocdndrias, enquanto as isoformas PDE3A estao associadas
ao reticulo sarcoplasmatico (Chung et al., 2015). As isoformas PDE3A1, PDE3A2 e
PDE3B contém sitios de fosforilacdo para diferentes cinases, incluindo PKA, RACa
serina/treonina-proteina cinase (AKT1 ou PKB, do inglés protein kinase B) e PKC (do
inglés, protein kinase C), as quais regulam de forma positiva a atividade enzimatica e
a interacao proteina-proteina dessas enzimas com outros parceiros nos dominios de

sinalizacao (Movsesian, Ahmad e Hirsch, 2018). A figura 3 reune as informacgdes
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sobre a regulagdo génica na transcricado das diferentes isoformas de PDE3 assim

como destacando as principais caracteristicas de cada isoforma.
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Figura 3. Regulagdo na expressao das diferentes isoformas de PDE3 nos tecidos. Dois genes
distintos codificam a transcricao das 4 isoformas de PDE3. O gene PDE3A codifica dois genes mRNA,
sendo que o nRNA PDE3A2 é transcrito nas isoformas PDE3A3 e PDE3A2. O mRNA PDE3A1 se
relaciona a isoforma PDE3A1 e o mRNA PDES3B codifica a isoforma PDE3B. Uma caracteristica
marcante entre todas as isoformas de PDE3 e isso se aplica também as demais familias é o presenga
de um dominio catalitico C-terminal preservado entre as diferentes isoformas, apresentando diferencas
marcantes no dominio regulatério N-terminal, como diferencas na extensdo proteica, regides
hidrofébicas e sitios de fosforilagdo por diferentes alvos moleculares que juntos contribuem na
determinagao da localizagao celular e controle na atividade enzimatica.

Adaptado de Movsesian, 2016. Figura elaborada através do Smart Medical Art (smart.servier.com).

Apesar de destacarmos aqui a expressao e importancia da enzima PDE3 no
tecido cardiaco, dado ser o tecido com maior conteudo da enzima. Conforme foi
descrito na tabela 2, a expresséo de PDE3 é ampla no organismo, estando presente
nos miocitos cardiacos e vasculares, encéfalo, figado, tecidos adiposos, células [3-
pancreaticas, endotélio, tecido epitelial, odcitos e plaquetas. A PDE3 assim como as
demais isoformas de PDEs sdo essenciais na formagdo de microdominios de
sinalizagcdo de nucleotideos ciclicos. Entretanto, estudos que utilizaram diferentes
modelos animais de hipertrofia e/ou faléncia cardiaca tém demonstrado relevantes,
porém variadas alteragdes na expressao de PDEs, onde observam-se desde
normalidade na expressdo de PDEs até aumento na expressdo e atividade de
isoformas que degradam cAMP e/ou cGMP (Ding et al., 2005; Dodge et al., 2001;
Nagendran et al., 2007; Nikolaev et al., 2010; Sato et al., 1999). Essas alteracbes

enzimaticas quando estao presentes podem contribuir  para a
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descompartimentalizagdo da sinalizagdo de cAMP e cGMP e causar a perda na
especificidade de sinalizagao.

Durante a sepse, muitas alteragdes ocorrem e causam uma perturbacao da
sinalizacdo de cAMP e cGMP. Entre elas, estudos utilizando modelos animais da
doenga demonstraram um aumento na expressao e atividade de PDE3 e 4 durante a
sepse e endotoxemia. Além disso, estudos indicam efeitos protetores de cAMP e
cGMP ao estimular ou inibir algumas isoformas de PDEs (Schlegel et al., 2009;
Schlegel e Waschke, 2009). Durante a sepse, a geragao excessiva de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS, do inglés reactive oxigénio -nitrogénio
species) favorece o estresse oxidativo e nitrosativo, alterando fung¢des de diversas
proteinas, entre elas PDEs. O peroxinitrito causa modificacdo em PKG-la pela nitracédo
em aminoacidos tirosina, inibindo a enzima e reduzindo seu efeito inibitorio sobre a
fosforilagdo de PDE3A em aminoacidos serina. Isso resulta na maior atividade de
PDE3A, reduzindo os niveis de cAMP disponiveis nos microdominios (Zemskov et al.,
2021). Em outro estudo, utilizando modelo de ligagao e perfuragéo cecal em murinos
foi demonstrado um aumento no conteudo de PDE4D e na razdo de degradagéo
enzimatica que contribuem para a queda nos niveis de cAMP nos microdominios de
sinalizacao cardiaca (Sakai et al., 2017). Vale destacar que o aumento da expressao
de uma isoforma de PDE pode resultar em uma perturbacdo em microdominios
préximos que podem ser regulados por outras isoformas de PDEs.

No mesmo sentido, estudos com animais utilizando modelo experimental de
faléncia cardiaca tém demonstrado que as enzimas PDEs sao alvos terapéuticos
plausiveis. Entretanto, os mecanismos celulares controlados por cada familia de PDE
sao bastante complexos e apontam para a necessidade de uma intervencao
direcionada a uma familia de PDE em especifico, para limitar ao maximo o
microdominio de sinalizacdo que sera modulado (Kamel et al., 2023). Essa
intervencado farmacologica pode ser feita com o uso de inibidores seletivos das
diferentes familias de PDEs disponiveis, evitando-se assim uma intervengao global
em diferentes isoformas de PDEs que culminaria em uma intensa elevagao nos niveis
de nucleotideos ciclicos em varios compartimentos celulares, podendo romper os
limites dos microdominios de sinalizacdo e prejudicar o complexo crosstalk entre o

cAMP, cGMP e PDEs no controle da transducéo de sinal intracelular.



36

1.5 INIBIGAO DE FOSFODIESTERASE 3

Dentre os diferentes inibidores de PDES3 disponiveis e descritos previamente
na tabela 2, temos o cilostazol, que é metabolizado pelas enzimas hepaticas do
citocromo P450, resultando em metabdlitos ainda ativos. O cilostazol e seus
metabdlitos ativos de forma reversivel se ligam ao sitio catalitico das enzimas PDE3,
ocupando o sitio ativo enzimatico e consequentemente, diminuindo a degradagéo de
nucleotideos ciclicos, principalmente o cAMP. Isso resulta em efeitos farmacolégicos
que sao atribuidos a elevacgao nos niveis de cAMP, como aumento no funcionamento
cardiaco, aumento na vasodilatagao, inibicdo na ativagdo e agregacao plaquetaria,
entre outros (Hiratsuka et al., 2007). O cilostazol também é capaz de inibir a captagéo
de adenosina para o interior das células, o que pode contribuir ainda mais para o
aumento dos niveis de cAMP pela atuagdo da adenosina em seus receptores
metabotropicos acoplados a proteina Gs (Sun et al., 2002). O efeito inibitorio sobre a
ativagao e agregacao plaquetaria pelo cilostazol € comparavel a aspirina e ticlopidina,
porém o cilostazol apresenta menor incidéncia de complicagbes hemorragicas

(Panchal et al., 2013). A figura 4 representa a estrutura quimica do cilostazol.
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Figura 4. Estrutura molecular do cilostazol
Fonte: PubChem. Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/2754

Por conta dos beneficios de vasodilatagao e inibicdo da agregagéao plaquetaria
o cilostazol desde o ano de 1999 encontra-se aprovado pelo érgédo Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento da claudicacdo intermitente e os guias da
American College of Cardiology e American Heart Association fornecem uma
recomendacgao de classe | para o uso do cilostazol como primeira opgao farmacoldgica

para o tratamento da claudicagao intermitente e na melhora da distancia percorrida
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nos pacientes com doencga vascular periférica (Gerhard-Herman et al., 2017). Além
dessa principal indicacao terapéutica, o cilostazol vem recebendo recentemente uma
crescente nas evidéncias cientificas no uso do farmaco em outras condigdes
patoldgicas, fortalecendo a possibilidade de seu reposicionamento terapéutico.

Em estudos clinicos randomizados e controlados demonstrou-se que o
cilostazol diminui a recorréncia de acidente vascular encefalico (AVE) isquémico nao
cardioembolico em pacientes e com menor risco de ocorréncia de sangramentos
comparado a aspirina (Gotoh et al., 2000; Uchiyama et al., 2010). Ha também um
estudo de meta-anadlise envolvendo pacientes com AVE e outras doencas
aterotromboticas onde mostrou-se que o cilostazol foi associado com um menor risco
na incidéncia total de eventos vasculares e cerebrovasculares comparado ao placebo
(Uchiyama et al., 2010). Ha ainda muitos estudos clinicos em diferentes fases de
desenvolvimento avaliando a possibilidade de reposicionamento do cilostazol em
diferentes abordagens, incluindo faléncia cardiaca, infarto agudo do miocardio,
osteoartrite, doencas vasculares encefdlicas, doencas hepaticas, entre outras
condigbes. Esses estudos podem ser acessados no site, “clinicaltrials.gov”.

Além dos diferentes efeitos mencionados acima, o cilostazol aumenta a
vasodilatacao, previne a hiperplasia e proliferacdo de células musculares lisas nos
vasos, diminui de forma sutil a pressédo arterial sistdlica, aumenta a frequéncia
cardiaca de forma n&do associada com taquiarritmia e melhora o fluxo sanguineo
tecidual (Appleton et al., 2019; Kwon et al., 2015). Os efeitos vasodilatadores do
cilostazol aparentam resultar da acdo do cAMP sobre células musculares lisas e com
uma maior liberacdo de NO pelas células endoteliais em resposta ao aumento de
cAMP local, além da inibi¢gdo da proliferagdo de células musculares lisas, garantindo
maior complacéncia de artérias (Hashimoto et al., 2006). Esse remodelamento ocorre
porque o cAMP reduz a atividade do fator de crescimento derivado de plaquetas, que
regula a proliferagcao de células musculares lisas vasculares (Havenon, De et al., 2021;
Hayashi et al., 2000).

Por conta da ampla expressdo das enzimas PDE3 no organismo diversos
estudos tém demonstrado uma gama de efeitos associados ao cilostazol, como
atividades antitrombdticas, anti-inflamatéria, antioxidante e cardioprotetora
(Chattipakorn et al., 2014; Motta et al., 2021; Motta, da e Brito, de, 2016; Tawfik, El-
Kherbetawy e Makary, 2018). Nos ultimos anos ainda, tem crescido o interesse de

pesquisadores nos efeitos pleiotropicos do cilostazol, incluindo potencial efeito anti-
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inflamatorio. Estudos utilizando modelos in vitro, utilizando células da microglia
estimuladas com LPS demonstraram que o cilostazol foi capaz de prevenir o aumento
na sintese de NO e de citocinas pro-inflamatorias (Yoshikawa et al., 1999, 2002). Além
disso, também foi demonstrado em modelo in vitro utilizando células de linhagem de
macrofago (RAW264.7) estimuladas com diferentes ligantes de receptores Toll-like
que o cilostazol foi capaz de inibir a ativagao e translocagdo ao nucleo do NFkB
(Sakamoto et al., 2018). Outros estudos in vivo demonstraram que cilostazol suprime
hiperplasia neointimal induzida por LPS e a migragdo de macrofagos em um modelo
lesdo vascular induzida por baldo em coelhos (Tsai et al., 2008). Além disso, um
estudo mostrou que o cilostazol foi capaz de diminuir a sintese de citocinas pro-
inflamatérias e a mortalidade em um modelo de endotoxemia induzida pela
administracado de LPS em camundongos (Park et al., 2010).

Diante da complexidade das alteragcdes observadas na fisiopatologia da
sepse, onde ocorre uma perturbacdo em muitos sistemas de sinalizagdo que
convergem nos nucleotideos ciclicos, propomos nesse estudo a utilizacdo do
cilostazol, um inibidor seletivo de PDE3 com comprovada eficacia e principalmente
seguranga no uso clinico. Espera-se que essa ferramenta farmacoldégica aumente os
niveis principalmente de cAMP de uma forma racional em microdominios especificos
de sinalizagao celular. Nossa hipotese é que a inibicao de PDE3 no inicio na sepse
promove um aumento dos niveis principalmente de cAMP, acarretando a subsequente
melhora de parametros cardiacos, vasculares, inflamatdrios e metabdlicos
amplamente acometidos na doencga, evitando-se assim o desenvolvimento precoce

da disfungao multiorganica observada na sepse experimental.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da inibicdo da enzima PDE3 sobre as alteragbes
cardiovasculares, inflamatoérias e metabdlicas induzidas por um modelo experimental

de sepse em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analisar se a inibicdo de PDE3 previne alteragdes cardiovasculares na
pressao arterial, frequéncia cardiaca, fluxo sanguineo renal e muscular, reatividade
vascular in vivo e ex vivo.

2) Avaliar se a inibicdo de PDE3 previne alteragbes nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos de danos teciduais.

3) Verificar se a inibicdo de PDE3 exibe efeito anti-inflamatdrio prevenindo
a elevagdo nos niveis plasmaticos de nitrato — nitrito (NOx), o aumento na
permeabilidade vascular e aumento na migragao de neutrofilos aos tecidos durante a
sepse.

4) Avaliar se a sepse causa alteracdes histolégicas em tecidos e se a
inibicao de PDE3 previne esses danos.

5) Analisar se a inibicdo de PDE3 aumenta os niveis plasmaticos de cAMP,
cGMP e adenosina, além dos niveis teciduais de cAMP e cGMP durante a sepse.

6) Avaliar o conteudo proteico por western blotting de PDE3A total e sua
porcao fosforilada (pPDE3A (Ser312)) durante a sepse e diante da inibicado de PDES3.

7) Analisar a imunomarcagao para PDE3A total, pPDE3A(Ser312), 6xido
nitrico sintase 2 (NOS2), 6xido nitrico sintase 3 (NOS3), receptor de adenosina A2ae
transportador equilibrativo de nucleosideo 1 (ENT1) durante a sepse e inibicdo de
PDE3.

8) Avaliar se a inibicdo de PDE3 melhora a sobrevida dos animais durante

a sepse.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES

As seguintes substancias foram usadas neste estudo: cilostazol (IPCA
Laboratories Limited, Mumbai, india); cloridrato de fenilefrina, angiotensina II,
cloridrato de isoproterenol, brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB), fosfato
monossodico, fosfato dissodico, dicloridrato de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina,
ortovanadato de sodio, fluoreto de fenilmetilsulfonil, coquetel de inibidores de
protease, solucdo Ponceau S, solugcdo de persulfato de amébnio, 3-isobutil-1-
metilxantina, tetrahidrocloreto de 3,3-diaminobenzidina (DAB), meio de montagem
EUKITT®, dimetil sulfoxido (DMSO) e brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil )-2,5-difenil-
2H-tetrazolio (MTT) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA); reagentes usados
para preparar SDS-PAGE, Tris—HCI, N,N,N',N'-tetrametil etilenodiamina, azul
brilhante de coomassie G 250 e reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA); reagente de extragao de proteina tecidual T-PER™, kit de ensaio
de proteina Pierce™ &cido bicinconinico (BCA) e SuperSignal™ contendo substratos
quimioluminescentes (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA); cloridrato de cetamina e
xilazina (Syntec do Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil); cloridrato de tramadol (Laboratério
Teuto, Anapolis, GO, Brasil); heparina sddica (Cristalia Farmacéutica, Sao Paulo, SP,
Brasil); acido acético, alcool etilico, formaldeido, acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) dissddico, acido sulfurico, sulfato ferroso e acido pirogalico (Labsynth,
Diadema, SP, Brasil); formamida (Dindmica, Indaiatuba, SP, Brasil); perdxido de
hidrogénio (Rioquimica Ltda, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil); anticorpo monoclonal
anti-PDE3A sc-293446, anticorpo monoclonal anti-NOS2 sc-7271, anticorpo policlonal
anti-NOS3 sc-654, anticorpo monoclonal anti-receptor de adenosina Aza sc-32261 e
anticorpo monoclonal anti-ENT1 sc-377283 (Santa Cruz, Dallas, TX, EUA); anticorpo
policlonal anti-Phospho-PDE3A (Ser312) PA5-64844 (Thermo Scientific, Rockford, IL,
EUA); anticorpo anti-lgG-peroxidase de camundongo 7076 e anticorpo anti-IgG-
peroxidase de coelho 7074 (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EUA), anticorpo
monoclonal anti-B-actina A5441 e anticorpo monoclonal anti-GAPDH-peroxidase
G9295 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA;); anticorpo biotinilado anti-IgG de
camundongo, anticorpo biotinilado anti-lgG de coelho e reagente do complexo avidina-
biotina (ABC) (Vector Laboratories, Newark, CA, EUA); kit fluorimétrico para

determinacao de adenosina ab211094 (Abcam Plc, Cambridge, Inglaterra); kits de
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imunoabsorgao enzimatica para determinacdo de cAMP 581001 e cGMP 581021
(CaymanChemical, Ann Arbor, MI, EUA).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Rattus norvegicus machos, da linhagem Wistar (300-
350 g; 3-4 meses de idade) fornecidos pela Universidade Federal de Santa Catarina
(Florianopolis, SC, Brasil). Os animais foram mantidos em gaiolas ventiladas
Tecniplast® (gaiolas plasticas de 45 x 34 x 16 cm, 5 ratos por gaiola) sob temperatura
controlada (22 + 2 °C), ciclo claro/escuro (12/12 h) com livre acesso a agua e comida
(Puro Trato, Santo Augusto, RS, Brasil). Todos os animais receberam tratamento com
o antiparasitario de amplo espectro fembendazol na dose de 20 mg/kg/dia na agua de
beber durante cinco dias, seguido por um periodo de caréncia de sete dias antes do
inicio dos protocolos experimentais. Os experimentos foram realizados entre 8:00 e
18:00 h, exceto a analise de parametros cardiovasculares por pletismografia de cauda,
que foi realizada entre 6:00 e 22:00 h. Todos os procedimentos experimentais foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica Institucional da Universidade Federal de
Santa Catarina (protocolo numero 1667100417). Nos protocolos experimentais foram
seguidas as recomendagdes da Diretriz Brasileira para o Cuidado e uso de Animais
para fins cientificos (DBCA) e do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA), além disso todos os experimentos foram descritos e executados
em conformidade com as diretrizes ARRIVE (do inglés, Animal Research: Reporting

of In Vivo Experiments) (Kilkenny et al., 2010).

3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 Protocolo experimental 1: Anadlise de parametros cardiovasculares,
hemodinamicos, marcadores de danos e inflamagao tecidual e o impacto da
inibicao de PDE3 pelo cilostazol nestes contextos

Na analise dos parametros cardiovasculares em animais conscientes os ratos
foram submetidos a se¢des de treinamento, obtendo-se o valor basal da pressao
arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC). Posteriormente, esses animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos, sendo um grupo falso-operado

(sham) e o outro grupo submetido ao procedimento cirurgico de ligagcéo e perfuragao

cecal (do inglés, cecal ligation and puncture, CLP). Ambos os grupos receberam

tratamento analgésico com tramadol (10 mg/kg, ip). Seis horas apds a cirurgia, os
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animais dos grupos sham e CLP foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos para
receber o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, og) ou veiculo (6leo de amendoim, 1
ml/kg, og), conforme a descri¢gao abaixo:

1) Sham veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, oral gavagem)

2) Sham cilostazol (15 mg/kg, oral gavagem)

3) CLP veiculo (6leo de amendoim, 1 mil/kg, oral gavagem)

4) CLP cilostazol (15 mg/kg, oral gavagem)

Os valores de PAS e FC foram obtidos em diferentes medidas ao longo do
periodo de vinte e quatro horas (Fig. 1A). A cada doze horas os animais receberam
reforgo anestésico com tramadol (5 mg/kg, ip) e ao término das analises no tempo de
vinte e quatro horas, os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica,
totalizando o triplo da dose anestésica com cetamina e xilazina (270 mg e 30 mg/kg,
ip, respectivamente). A dose de cilostazol foi escolhida com base na extrapolacao da
dose utilizada em humanos para roedores e em estudos farmacocinéticos e
toxicolégicos do farmaco em ratos e humanos (Bramer, Forbes e Mallikaarjun, 1999;
Mustapha et al., 2017; Nair e Jacob, 2016).

Em um segundo bloco de experimentos, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos e submetidos ao procedimento de CLP ou sham. Seis
horas apo6s o procedimento, os animais foram de forma randomizada distribuidos em
4 grupos e tratados com cilostazol ou veiculo como descrito acima. A glicose
sanguinea, temperatura corporal e escore de gravidade da doenca foram analisados
em animais conscientes em diferentes tempos ao longo de vinte e quatro horas (Fig.
1A). O escore de gravidade de doenca foi obtido através da analise de seis
parametros, letargia, piloeregao, tremor, exsudato periorbital, desconforto respiratério
e diarreia (O’Riordan et al., 2020).

Vinte e quatro horas apds a cirurgia, os animais foram anestesiados para a
andlise de parametros cardiovasculares por métodos invasivos, obtendo-se os
parametros de pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo
sanguineo renal (FSR), fluxo sanguineo muscular (FSM), hiperemia reativa pos-
oclusiva (HRPO) e reatividade vascular in vivo. Apos as medidas hemodinamicas, os
animais foram eutanasiados por sobredosagem anestésica, amostras de sangue e
tecidos foram coletados para posteriores analises, conforme mostrado no protocolo

esquematico (Fig. 5).
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Em um terceiro conjunto experimental, vinte e quatro horas apds a cirurgia,
os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica e o vaso da aorta toracica
foi coletado para analise de reatividade vascular ex vivo em sistema de banho de
orgao isolado. Todos os experimentos dos trés protocolos experimentais foram
divididos e realizados em dias diferentes para garantir a reprodutibilidade do estudo,
da mesma forma um animal ndo foi submetido a muitas andlises concomitantes ou
sequenciais, prezando pelo bem-estar animal e evitando-se o viés de muitas

intervengdes farmacoldgicas/animal.

Pressao arterial média, frequéncia cardiaca, fluxo sanguineo renal e muscular,
hiperemia vascular pds-oclusiva, reatividade vascular in vivo e ex vivo, nitrato
+ nitrito, par@metros bioquimicos, paradmetros hematolégicos, atividade de
mieloperoxidase tecidual, extravasamento vascular, estresse oxidativo,
histologia de tecidos, western blotting para PDE3A total e imuno-histoquimica
para PDE3A, PDE3A fosforilada, NOS3, NOS2, ENT1 e receptor Aza

Nucleotideos ciclicos (CAMP e cGMP) no plasma

o f oo . Nucleotideos ciclicos

CLPou | Cilostazol 15 mg/kg, og | || (CAMP e cGMP) em

sham |I ou veiculo 1 mikg, og ! tecidos, estresse oxidativo
- e adenosina no plasma

l ____________ l _______________ | JN M\

......... | | | I I
| ! | | |
-24 0 6 8 10 12 16 24 Tempo (h)
A ¥y
# N N N S|
Pressao arterial sistdlica e frequéncia cardiaca
Glicose sanguinea, temperatura corporal e escore de gravidade
de doenca
| I
Tramadol 10 mg/kg, ip Tramadol 5 mg/kg, ip

Figura 5. Linha do tempo do protocolo experimental 1. Antes de serem submetidos ao procedimento
de CLP ou sham os animais receberam o analgésico tramadol (10 mg/kg, ip). Seis horas apds o
procedimento de CLP ou sham, os ratos receberam cilostazol (15 mg/Kg, og) ou éleo de amendoim (1
ml/Kg, og) e 12 h apds o procedimento os animais receberam refor¢co analgésico com tramadol (5
mg/kg, ip). As analises foram realizadas em tempos diferentes de acordo com cada teste dentro de 24
h. Pressao arterial média, frequéncia cardiaca e fluxo sanguineo renal em animais anestesiados (n= 7-
8 animais/grupo); fluxo sanguineo muscular e hiperemia reativa pds-oclusiva em animais anestesiados
(n= 6-9 animais/grupo); glicemia (n=7 animais/grupo); pressao arterial sistélica e frequéncia cardiaca
em animais acordados (n= 6-7 animais/grupo); reatividade vascular ex vivo em sistema de banho de
o6rgaos (n= 10-13 animais/grupo); NOx, AST, ALT, ureia, creatinina, lactato, acido Urico, creatina
quinase, adenosina no plasma e nucleotideos ciclicos (CAMP e cGMP) no plasma e em tecidos (n= 10
animais/grupo); parametros hematolégicos (n= 8-9 animais/grupo); atividade da enzima
mieloperoxidase tecidual e ensaio de permeabilidade vascular por extravasamento do corante azul de
Evans (n= 9-11 animais/grupo); analise histolégica e imuno-histoquimica para PDE3A, PDE3A
fosforilada, NOS3, NOS2, ENT1 e receptor Az2a (n= 5 animais/grupo); western blotting para PDE3A (n=
8 animais/grupo); estresse oxidativo (h= 6 animais/grupo).

Nox: nitrato + nitrito; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; PDE3A:
fosfodiesterase 3A; NOS3: éxido nitrico sintase 3; NOS2: 6xido nitrico sintase 2; ENT1: transportador
equilibrativo de nucleosideos 1; Aza: receptor de adenosina subtipo Aza.
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3.3.2 Protocolo experimental 2: envolvimento da fosforilagao de PDE3A na
sepse

Para avaliar o envolvimento da fosforilagdo da PDE3A na sepse, 0s animais
foram distribuidos em dois grupos, sendo um grupo naive e um grupo de animais
submetidos ao procedimento de CLP. Os animais do grupo naive nao receberam
nenhuma intervengao cirurgica ou farmacoldgica, foram eutanasiados por sobredose
anestésica e os tecidos do coracdo e aorta toracica foram coletados e processados
para posterior analise de conteudo proteico por Western blotting. Os animais do grupo
CLP receberam o analgésico tramadol (10 mg/kg, ip) antes do procedimento cirdrgico
e refor¢co analgésico com tramadol (5 mg/kg, ip) apds doze horas nos animais que
foram eutanasiados no tempo de vinte e quatro horas. Os animais do grupo CLP foram
eutanasiados por sobredose anestésica e da mesma forma que os animais naive, 0s
tecidos foram coletados e analisados por western blotting para determinar o conteudo
proteico de PDE3A fosforilada (Ser 312) (Fig. 6).

CLP ou Naive

v

I |

! |
0 3 6 12 24 Tempo (h)
A ft

Western blotting para PDE3A fosforilada — grupo CLP

I
Western blotting para PDE3A fosforilada — grupo naive

Tramadol 10 mg/kg, ip Tramadol 5 mg/kg, ip

Figura 6. Linha do tempo do protocolo experimental 2. Os animais do grupo naive foram
eutanasiados e tiveram seus tecidos coletados no tempo 0. Os ratos do grupo CLP receberam antes
do procedimento cirurgico o analgésico tramadol (10 mg/kg, ip) € nos grupos de analise mais tardia
receberam reforgo analgésico com tramadol (5mg/kg, ip) 12 h apds o procedimento. Os animais do
grupo CLP foram eutanasiados e os tecidos foram coletados apds 3, 6, 12 ou 24 h apds o procedimento
cirurgico. Os tecidos foram processados para posterior analise do conteudo de PDE3A fosforilada (Ser
312) por Western blotting (n=6-8 animais/grupo).

PDE3A: fosfodiesterase 3A: fosfodiesterase 3A.

3.3.3 Protocolo experimental 3: impacto da inibicao de PDE3 na mortalidade
induzida na sepse

Por fim, em outro conjunto experimental independente, a mortalidade dos

animais foi analisada durante cento e vinte horas. Para isso, os animais foram

distribuidos aleatoriamente em dois grupos, sham ou CLP. Seis horas depois, foram
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randomizados em 7 grupos experimentas de acordo com o tratamento, conforme
descrito abaixo:
1) Sham veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, oral gavagem)
2) Sham cilostazol (15 mg/kg, oral gavagem) + antibiotico (24.000 Ul de
penicilina/kg, intramuscular)
3) CLP veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, oral gavagem)
4) CLP cilostazol (15 mg/kg, oral gavagem)
5) CLP veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, oral gavagem) + antibiotico
(24.000 Ul de penicilina/kg, intramuscular)
6) CLP cilostazol (15 mg/kg, oral gavagem) + antibidtico (24.000 Ul de
penicilina/kg, intramuscular)
7) CLP cilostazol (15 mg/kg, oral gavagem) duas doses + antibiético (24.000

Ul de penicilina/kg, intramuscular)

Os animais foram tratados com cilostazol (15 mg/kg, og), veiculo (éleo de
amendoim, 1 ml/kg, og) e/ou suspensao de antibidtico (24.000 Ul de penicilina/kg, im)
seis horas ap6s o procedimento cirurgico. Apos vinte e quatro horas, somente os
animais do grupo sete receberam mais uma dose de cilostazol (15 mg/kg, og) e a
sobrevivéncia foi analisada a cada doze horas até completar o tempo de cento e vinte
horas. Todos os animais sobreviventes receberam reforgo analgésico com tramadol
(5 mg/kg, ip) a cada doze horas por até setenta e duas horas para manuteng¢ao do
efeito analgésico durante o protocolo experimental (Fig. 7). Ao término do
experimento, os animais sobreviventes foram eutanasiados com sobredose

anestésica.
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Cilostazol 15 mg/kg, og, veiculo 1 ml/kg, og
ou antibiotico 24000 Ul de penicillina/kg, im

| | | Y NN N (R N B |
I l l o I

6 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 Tempo (h)
to% & % H % % ¢t f ft f
Analise da mortalidade
I | I I I I |
Tramadol 10 mg/kg, ip Tramadol 5 mg/kg, ip

Figura 7. Linha do tempo do protocolo experimental 3. Seis horas apds o procedimento CLP ou
sham, os ratos receberam cilostazol (15 mg/kg, og), 6leo de amendoim (1 ml/kg, og), ou antibidtico
(24.000 Ul de penicilina/kg, im) e um grupo recebeu apds 24 h uma dose adicional de cilostazol (15
mg/kg, og). Todos os animais receberam tramadol (10 mg/kg, ip) antes e cada 12 h ap6s o a cirurgia,
tramadol (5 mg/kg, ip) durante as primeiras 72 horas. A mortalidade dos animais foi verificada em
diferentes tempos durante 120 h (n=3-35 animais/grupo).

3.4 MODELO DE LIGACAO E PERFURACAO CECAL (CLP)

O procedimento de CLP foi realizado conforme descrito anteriormente com
pequenas modificagdes (Wichterman, Baue e Chaudry, 1980). Os ratos receberam
uma inje¢ao de tramadol (10 mg/Kg, ip), e dez minutos depois foram anestesiados
com cetamina e xilazina (90 e 10 mg/kg, respectivamente, ip). Na sequéncia, realizou-
se a tricotomia dos pelos na regidao abdominal dos animais e estes foram posicionados
em decubito dorsal sob uma mesa cirurgica acoplada com manta de aquecimento (37
°C). Realizou-se a antissepsia do local com alcool iodado (iodo 0,1% e alcool etilico
50% vl/v), em seguida a laparotomia nos animais com incisdo longitudinal de
aproximadamente 1,5 cm na regido da linha alba e subsequente exposi¢cao do ceco.
ApOs a exteriorizagao do ceco, o lumen foi reduzido por ligadura nao obstrutiva logo
acima da valvula ileocecal, utilizando linha de seda e haste flexivel para limitar a
obstru¢do. Uma unica perfuragao transfixante foi feita no ceco com uma agulha de
calibre 22G (0,70 x 25 mm) e sem a remocéao da agulha e utilizando de movimentos
circulares, uma pequena por¢ao de conteudo fecal (equivalente a uma coluna de
aproximadamente 5 mm) foi extravasada através da perfuragdo. Apéds isso, o ceco foi
cuidadosamente recolocado na cavidade peritoneal, sendo na sequéncia os musculos
do abdémen e da pele suturados com fios de seda. O mesmo pesquisador sempre
realizou esse procedimento para manter a reprodutibilidade no modelo cirargico. Um

procedimento cirurgico semelhante, incluindo laparotomia de pelos, inciséo
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longitudinal sobre a regido da linha alba, mas sem externalizagdo, ligagdo e
perfuragdo do ceco, foi realizado no grupo controle falso-operado (sham). Apds o
procedimento, todos os animais receberam 5 ml/100 g de peso corporal de solugao
fisiologica (NaCl 0,9%) estéril aquecida (37 °C) por via subcutanea (sc) na regido do
dorso para ressuscitacéo volémica e para reproduzir o suporte hemodinamico clinico
conforme descrito anteriormente (Hubbard et al., 2005; Wichterman, Baue e Chaudry,
1980). Os animais foram alocados em uma manta aquecida (37 °C) e monitorados até
a recuperacéo total da anestesia (aproximadamente 120 minutos). Doze horas apos
a cirurgia, os ratos receberam tramadol (5 mg/kg, ip) para manutencao analgésica. A
manutencgao da analgesia foi feita a cada doze horas por um periodo maximo de até
trés dias na curva de sobrevida e/ou de acordo com a necessidade em cada protocolo

experimental realizado.

3.5 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS) E FREQUENCIA CARDIACA (FC) POR
PLETISMOGRAFIA DE CAUDA EM ANIMAIS CONSCIENTES

A PAS (expressa em mmHg) e FC (expressa em bpm) foram determinados
em ratos conscientes por método nao invasivo através da pletismografia de cauda. Os
animais foram previamente submetidos a secdes de treinamento durante trés dias
consecutivos, possibilitando a ambientagdo com o aparato contentor, obtendo-se os
valores basais de PAS e FC antes da realizagdo do procedimento cirurgico. Nos dias
de treinamento e analise, os animais foram mantidos em sala pré-aquecida (30 °C)
para aclimatagao por quinze minutos. Em seguida, os ratos foram alocados em um
contentor de acrilico transparente por cinco minutos, possibilitando o posicionamento
do manguito de insuflagdo acoplado a um transdutor de pulso pneumatico
(pletismografo) na regido da base da cauda dos animais. O transdutor detectou
variacdes de pressao e volume sanguineo na cauda dos animais apos ser inflado a
uma pressao maxima de 240 mmHg, interrompendo assim o fluxo sanguineo. O sinal
de pulso e os parametros cardiovasculares foram obtidos durante as analises através
da observagao do retorno do sinal de pulso durante a deflagdo do manguito a uma
taxa constante. Os valores de PAS e FC foram adquiridos através do transdutor de
pulso acoplado ao sistema de aquisi¢ao de dados Powerlab 4/30 (AD Instruments Pty
Ltd., Castle Hill Australia) e registrados através do software de integragdo LabChart8®

(AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill Australia). Ao término do experimento, os animais
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foram eutanasiados com sobredose anestésica, totalizando o triplo da dose

anestésica com cetamina e xilazina (270 mg e 30 mg/kg, ip, respectivamente).

3.6 GLICOSE SANGUINEA

A (glicose sanguinea (expressa em mg/dL) foi analisada em animais
conscientes imediatamente antes do procedimento cirurgico e apés seis, doze e vinte
e quatro horas. Para a coleta de sangue, os ratos tiveram a ponta da cauda cortada
(aproximadamente 1 mm). A primeira gota de sangue foi descartada e a segunda gota
de sangue foi utilizada para a medida da glicose sanguinea por meio de um

glicosimetro (Accu-Chek Active, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha).

3.7 PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM), FREQUENCIA CARDIACA (FC) E FLUXO
SANGUINEO RENAL EM ANIMAIS ANESTESIADOS

Os animais foram anestesiados com uma solugao de cetamina e xilazina (90
e 10 mg/kg, im, respectivamente) e suplementados com a mesma solugédo em
intervalos de quarenta e cinco minutos. Na sequéncia, os animais foram posicionados
em decubito dorsal sobre uma mesa cirurgica acoplada a manta de aquecimento (37
°C). Foi realizada uma incisao na altura do pescoc¢o dos animais e apos a localizagao
da veia jugular direita, foi inserida uma canula de polietilieno PE 50 acoplada com
seringa de 1 ml contendo solugao fisiologica (NaCl 0,9% estéril). Este acesso venoso
foi utilizado para a administragdo de drogas vasoativas. Apos isso, a artéria carotida
esquerda foi localizada, cuidadosamente separada do nervo vago e tecidos
adjacentes e foi canulada. Durante a canulagado, a artéria teve o fluxo sanguineo
temporariamente interrompido por compressao de uma pinga curva, e em seguida, foi
inserida uma canula de polietileno PE 50 heparinizada (50 Ul/ml de solugéo fisiologica
NaCl 0,9% estéril). A canula foi fixada no vaso através de fio de seda e conectada a
um transdutor de pressao descartavel acoplado ao sistema de aquisicdo de dados
Powerlab 4/30 (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill Australia) e registrados em um
computador através do software de integragcao LabChart8® (AD Instruments Pty Ltd.,
Castle Hill Australia). O local da incisdo foi coberto com gaze embebida em solugao
fisiolégica NaCl 0,9% estéril para evitar a exposicao e desidratacao tecidual. Apds dez
minutos de estabilizagdo dos animais no sistema, os valores de pressao arterial média
(PAM, em mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, em bpm) foram obtidos antes e durante

intervengdes farmacoldgicas realizadas nos testes de reatividade vascular in vivo
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através da administracdo intravenosa de doses crescentes dos vasoconstritores
fenilefrina, um agonista seletivo de receptor ai-adrenérgico (3, 10 e 30 nmol/kg, iv);
angiotensina I, um agonista n&o seletivo de receptor AT1 e AT2 (3, 10 e 30 pmol/kg,
iv) e do simpaticomimético isoprenalina, uma agonista nao seletivo de receptores (3-
adrenérgicos (0,3, 1 e 3 nmol/kg, iv), conforme descrito anteriormente (Silva-Santos e
Assreuy, 1999).

Concomitantemente a avaliacdo da PA e da FC, obteve-se os valores do fluxo
sanguineo renal (FSR, em unidades de perfusdo, PU), nos animais. Para isso, foi
realizada a tricotomia dos pelos na regidao abdominal, antissepsia do local com alcool
iodado (iodo 0,1%, alcool etilico 50%, v/v) e uma incisdo longitudinal de
aproximadamente 1,5 cm foi feita no flanco esquerdo dos animais. Em seguida, com
auxilio de pingas e hastes flexiveis, o intestino foi gentiimente movido permitindo a
localizacdo do rim esquerdo. Foi posicionada sobre a superficie renal uma sonda
(modelo VP1T) conectada ao laser Doppler de monitoramento de fluxo sanguineo
(moorVMS-LDF2, Moor Instruments, Axminster, Reino Unido) também acoplado ao
sistema PowerLab 4/30 (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill Australia) com integracéo
através do software LabChart8® (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill Australia),
conforme descrito previamente (Kovalski et al., 2017). Apos dez minutos de
estabilizacdo, iniciou-se a obtencdo das medidas que foram feitas durante todo a
andlise de reatividade vascular in vivo, conforme descrito acima. Ao término do
protocolo experimental, os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica,
totalizando o triplo da dose anestésica com cetamina e xilazina (270 mg e 30 mg/kg,

ip, respectivamente).

3.8 HIPEREMIA REATIVA POS-OCLUSIVA (HRPO) EM ANIMAIS ANESTESIADOS

Os animais foram anestesiados com uma solugao de cetamina e xilazina (90
e 10 mg/kg, im, respectivamente). Em seguida, foram posicionados em decubito
dorsal sobre uma mesa cirurgica acoplada a manta de aquecimento (37 °C) e foram
submetidos a canulacdo da artéria cardtida esquerda, conforme descrito
anteriormente (sec¢ao 3.7). Na sequéncia, foi realizada uma pequena incisdo na pele
da perna direita dos animais para expor o ventre do musculo tibial anterior. Uma sonda
(modelo VP1T) conectada ao laser Doppler de monitoramento de fluxo sanguineo
(moorVMS-LDF2, Moor Instruments, Axminster, Reino Unido) foi posicionada

diretamente na regiao ventral do musculo e anadlise foi feita conforme descrita
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anteriormente (Souza-Silva et al., 2021). Resumidamente, apds vinte minutos de
estabilizacdo, obteve-se os valores de PAM (em mmHg), FC (em bpm) e o fluxo
sanguineo muscular basal (em PU). Em seguida, um manguito de insuflagdo foi
posicionado na perna proximo ao joelho dos animais e inflado até uma pressao
maxima de 300 mmHg para reduzir o fluxo sanguineo muscular. Apds cinco minutos
de ocluséo, a pressao do manguito de insuflagao foi liberada e o fluxo sanguineo foi
restabelecido imediatamente, possibilitando a obtengdo da resposta de hiperemia
reativa pds oclusiva (HRPO), obtendo-se os valores de fluxo sanguineo muscular
maximo (em PU), tempo para resposta maxima (em segundos), tempo de recuperagao
de 50% da resposta (em segundos) e integral relativa ao basal (em UP.s x103). Todos
os parametros analisados foram obtidos através do sistema PowerLab 4/30 (AD
Instruments Pty Ltd., Castle Hill Australia) com integragéo pelo software LabChart8®
(AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill Australia). Durante o protocolo experimental a
incisao foi coberta com gaze embebida em solugéo fisiolégica NaCl 0,9% estéril,
evitando-se a exposicdo e desidratacdo do musculo. Ao término do protocolo
experimental, os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica, totalizando
o triplo da dose anestésica com cetamina e xilazina (270 mg e 30 mg/kg, ip,

respectivamente).

3.9 REATIVIDADE VASCULAR EX VIVO

Os animais receberam solug¢ao anticoagulante contendo heparina sédica (200
Ul/kg, ip) e apds dez minutos foram eutanasiados com sobredose anestésica de
cetamina e xilazina (270 mg e 30 mg/kg, ip, respectivamente). Em seguida, os animais
foram dispostos em decubito dorsal, realizou-se uma incisdo na regido da caixa
toracica, e artéria aorta toracica foi cuidadosamente removida, disposta em placa de
Petri contendo solugdo nutritiva de Krebs (em mmol/L, NaCl 118; KCI 4,6;
MgS04.7H20 1,2; KH2PO4 1,2; NaHCOs3 25; CeéH1206 11,1 e CaClz 25). Na sequéncia,
o tecido adiposo perivascular foi removido com o auxilio de tesoura oftalmica e a aorta
toracica foi seccionada em anéis de aproximadamente 3-4 mm de espessura. Os
anéis foram inseridos em um sistema de banho de 6rgao isolado, posicionado entre
duas hastes metalicas, sendo uma haste fixa ao sistema e a outra haste moével
conectada a um transdutor de tensao isométrica acoplado ao sistema de aquisicdo de
dados PowerlLab 4/30 (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill Australia) com integragao
pelo software LabChart8® (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill Australia).
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Os anéis dos vasos foram mantidos sob as seguintes condi¢gbes durante o
protocolo experimental, tensdo basal de 1 g, temperatura constante de 37 °C nas
cubas de vidro, solugao nutritiva de Krebs e mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de
CO2) borbulhando constantemente na cuba.

ApoOs sessenta minutos de estabilizagdo, com substituicbes da solugao
nutritiva de Krebs a cada 15 minutos, a viabilidade do tecido foi avaliada através da
adicdo de solugéo nutritiva de Krebs contendo 60 mM de cloreto de potassio (KClI),
promovendo uma contracdo despolarizante independente de receptores. Na
sequéncia, os anéis foram pré-contraidos com adicao de fenilefrina, agonista seletivo
de receptor ai-adrenérgico (10° M) e durante o platé de contragédo foram relaxados
com adigao de acetilcolina, agonista ndo seletivo de receptores muscarinicos (10-° M),
avaliando-se assim a viabilidade endotelial, onde foi considerado endotélio intacto
quando a acetilcolina foi capaz de produzir um relaxamento de pelo menos 80% do
platd de contracdo inicial gerado pela fenilefrina. Os anéis que apresentaram
integridade tecidual e endotelial foram utilizados neste estudo. O protocolo
experimental consistiu em curvas dose-resposta para fenilefrina (1x10° a 3x10° M) e

KCI (10 a 90 mM) avaliando-se a resposta de contragao (em g).

3.10 PERMEABILIDADE VASCULAR

Os animais foram anestesiados com uma solugéo de cetamina e xilazina (90
e 10 mg/kg, im, respectivamente), e na sequéncia uma solugdo aquecida (37 °C)
contendo o corante azul de Evans foi administrado através da veia gengival (50 mg/kg,
iv), esse acesso venoso foi feito conforme descrito previamente (Oliveira, Souza-Silva
e Tonussi, 2009). Os animais foram entdo mantidos durante 30 minutos em manta de
aquecimento (37 °C) e apos esse periodo, os animais foram eutanasiados com
superdose anestésica (cetamina e xilazina, 270 e 30 mg/kg, respectivamente, ip). Uma
incisdo toracica foi realizada e os animais foram perfundidos com solucgao fisiolégica
NaCl 0,9% estéril gelada (4 °C) durante cinco minutos através de um cateter tipo
borboleta inserido no ventriculo esquerdo cardiaco e a realizacdo de um corte no atrio
direito. Amostras de tecidos do coragdo, pulmao e rim foram coletadas, pesadas,
cortadas e incubadas com solugéo de formamida (>99%, 8 ml/g de tecido) durante
quarenta e oito hora a 56 °C, conforme previamente descrito (Radu e Chernoff, 2013).
Resumidamente, apds o periodo de incubagdo, as amostras foram centrifugadas

(3.000 x g, 10 minutos) e 200 uL de sobrenadante foram transferidos para uma
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microplaca de 96 pocos e foi determinado a densidade éptica da absorbancia em 630
nm em um leitor de placas (Tecan Infnite® 200 PRO, Mannedorf, Suica). A
concentracido do corante azul de Evans foi determinada a partir da interpolacéo dos
dados com uma curva padrdo do corante azul de Evans conforme descrito
anteriormente (krzyzanowska et al., 2010). Os resultados foram expressos em ng/mg

de tecido.

3.11 NiVEIS PLASMATICOS DOS NUCLEOTIDEOS CiCLICOS CAMP E CGMP

Os animais foram anestesiados com uma solugédo de cetamina e xilazina (90
e 10 mg/kg, im, respectivamente) e dispostos em decubito dorsal sobre uma mesa
cirurgica acoplada a manta de aquecimento (37 °C). Na sequéncia, foi realizada uma
incisdo na altura do pescogo dos animais e apos a localizagdo da artéria carodtida
esquerda, esta foi cuidadosamente separada do nervo vago e tecidos adjacentes,
entdo o sangue foi coletado através da insergdo de um cateter. O sangue foi coletado
diretamente em microtubo contendo solu¢do de EDTA 7,5 mM e 3-isobutil-1-
metilxantina 0,1 mM, evitando-se a coagulacdo do sangue e a destruicdo dos
nucleotideos ciclicos, respectivamente. Apds a centrifugacao do sangue (1800 x g, 10
minutos, 4°C), o plasma foi obtido e imediatamente congelado em nitrogénio liquido
(NLz2, -196 °C). Posteriormente, as amostras foram descongeladas, 250 pl de amostra
foram adicionadas em 1.000 pl de etanol absoluto (99,5%) gelado (4 °C) e esta mistura
foi entdo agitada em vortex. Apds cinco minutos a temperatura ambiente, as amostras
foram centrifugadas (1500 x g, 10 minutos, 4°C) para remocao do precipitado e, em
seguida, o sobrenadante foi transferido para um segundo microtubo e estas amostras
foram secas sob uma corrente constante de nitrogénio gasoso (N2). Apdos a
ressuspensdao com 500 ul de solugdo ELISA buffer, o cAMP e o cGMP foram
determinados por ensaio de imunoabsor¢céo enzimatica (do inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA) (CaymanChemical, Ann Arbor, Ml, EUA) de acordo
com as instrugdes do fabricante. Os resultados foram expressos em pmol/ml de cAMP
e cGMP.

3.12 NiVEIS PLASMATICOS DE ADENOSINA

Os animais foram anestesiados com uma solugé&o de cetamina e xilazina (90
e 10 mg/kg, im, respectivamente) e em seguida a carétida esquerda foi canulada
conforme descrito anteriormente (seg¢ado 3.11). O sangue foi coletado diretamente em
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microtubo contendo solugdo de heparina (5 Ul/ml de sangue), imediatamente foi
centrifugado (1800 x g, 10 minutos, 4°C) e as amostras de plasma obtidas foram
congeladas de forma instantédnea em nitrogénio liquido (NL2, -196 °C) e armazenadas
em ultra freezer -80 °C. Aposs, as amostras foram descongeladas, 10 ul de plasma
foram adicionados em uma microplaca de 96 pogos branca e adicionados de 40 ul de
adenosina buffer. Os niveis plasmaticos de adenosina foram entdo determinados
através de kit de ensaio fluorimétrico (Abcam Plc, Cambridge, Inglaterra) de acordo

com as instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos em uyM de adenosina.

3.13 NiVEIS TECIDUAIS DOS NUCLEOTIDEOS CiCLICOS CAMP E CGMP

Os animais foram eutanasiados através de sobredose anestésica com
solugdo de quetamina e xilazina (270 mg e 30 mg/kg, ip, respectivamente). Na
sequéncia os animais foram dispostos em decubito dorsal, incisbes foram feitas e
amostras de tecidos do ventriculo cardiaco, pulmao, aorta toracica e musculo tibial
anterior foram coletados para a determinacédo dos niveis teciduais dos nucleotideos
ciclicos cAMP e cGMP. Apds coletado, os tecidos foram imediatamente congelados
em nitrogénio liquido (NL2,-196 °C). Na sequéncia, as amostras foram descongeladas,
100 mg de tecido foram homogeneizados em 1 ml de solugao de acido tricloroacético
(5% em agua ultrapura), mantidos em gelo. As amostras foram entdo centrifugadas
(1500 x g, 10 minutos, 4°C) e cuidadosamente o sobrenadante foi transferido para um
segundo tubo onde o acido tricloroacético foi removido através de extragdo em
solugdo de agua saturada em éter. Na sequéncia, o éter residual foi removido das
amostras através de evaporagao em banho maria (70 °C, 5 minutos) e as amostras
contendo os nucleotideos ciclicos foram finalmente congeladas. Por fim, os niveis
teciduais dos nucleotideos ciclicos cAMP e cGMP foram determinados através de
ensaio de imunoabsor¢gao enzimatica (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay, ELISA) (CaymanChemical, Ann Arbor, MI, EUA) de acordo com as
recomendagdes do fabricante. A concentracdo de proteina nas amostras foi
determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), e os niveis teciduais de cCAMP

e cGMP foram expressos em pmol/mg de proteina.

3.14 PARAMETROS BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS
Os animais foram anestesiados e o0 sangue coletado conforme descrito

anteriormente (secao 3.11). Para analise de todos os parametros bioquimicos, com
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excegao dos niveis de lactato, o sangue foi coletado em microtubos contendo heparina
(5 Ul/ml de sangue), centrifugado (1800 x g, 10 minutos, 4°C), e o plasma foi obtido e
analisado pelo Laboratorio de Analises Clinicas do HU/UFSC (projeto de pesquisa
169/2018 GEP/HU/UFSC/EBSERH). As amostras de plasma foram analisadas no
equipamento automatizado Dimension RxL Max HM (Siemens Healthineers, Erlanger,
Alemanha). Os niveis de aspartato aminotransferase (AST, em U/L), alanina
aminotransferase (ALT, em U/L), ureia (em mg/dl), creatina quinase (CK, em U/L) e
acido urico (em mg/dl) foram determinados de acordo com as instrugdes de kits para
ensaios comerciais (Siemens Healthineers, Erlanger, Alemanha).

Para a analise do lactato, o sangue foi coletado em microtubos contendo
EDTA dissddico (0,023 M) e fluoreto de sodio (0,95 M), evitando-se a coagulagéo e
inibindo a glicdlise, respectivamente. O plasma foi obtido por centrifugacdo das
amostras (1800 x g, 10 minutos, 4°C) e os niveis de lactato (em mg/dl) foram
determinados de acordo com as instrugdes do kit de ensaio comercial (Labtest, Lagoa
Santa, MG, Brasil).

Para as analises hematoldgicas, o sangue foi coletado conforme descrito
acima, em microtubos contendo heparina (5 Ul/ml de sangue). O sangue total foi
analisado e obteve-se as contagens absolutas (em 10%/ul) e diferenciais (em %) de
leucaocitos, eritrécitos (em 108/ul), hematdcrito (em %) e plaquetas (em 103/ul) através

de contador de células automatizado (Horiba ABX®, Micros 60, Montpellier, Francga).

3.15 DETERMINACAO DE NITRATO E NITRITO (NOX) PLASMATICO

O sangue foi coletado conforme descrito na seg¢ao 3.11, processado conforme
descrito na secéo 3.14 para as analises bioquimicas, e o plasma obtido foi utilizado
para a estimativa da sintese e liberacdo de NO através da determinacdo de seus
metabdlitos nitrato e nitrito (NOx) no plasma, conforme descrito anteriormente (Sordi
et al., 2011). Resumidamente, as amostras foram diluidas na proporgao de 1:1 em
agua destilada, desproteinizadas pela adigao de solugao sulfato de zinco (20%, 1/10
do volume de amostra diluida). As amostras foram homogeneizadas em vortex e
mantidas em repouso por uma hora em banho de gelo. Apds esse periodo, as
amostras foram centrifugadas (7.300 x g, 15 minutos, 4°C), o sobrenadante foi
removido e incubado durante trés horas a 37 °C em microplaca de 96 pocos com
Escherichia coli, permitindo a conversao de nitrato em nitrito por meio de enzimas

nitrato redutase expressas por essas bactérias. Apds incubacdo, a microplaca
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contendo as amostras foi centrifugada (2.250 x g, 15 minutos, temperatura ambiente),
permitindo a remocgao das bactérias. O volume de 100 pl do sobrenadante foi
transferido para uma segunda microplaca de 96 pogos e apds a conversao enzimatica
do nitrato em nitrito, a reagéo foi revelada pela adigdo de 100 pl do reagente de Griss
(sulfanilamida 1% em acido fosférico 10% e a-naftil-etilenodiamina 0,1% em agua
ultrapura). A absorbéancia das amostras foi determinada em 540 nm em um leitor de
placas (Tecan Infinite® 200 PRO, Mannedorf, Suiga). Os valores de NOx foram
determinados a partir da interpolagdo dos dados com uma curva padrao de nitrato e

nitrito. Os valores foram apresentados em uM de NOx (NO%/NO%).

3.16 ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO) TECIDUAL

Os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica de cetamina e
xilazina (270 mg e 30 mg/kg, ip, respectivamente). Na sequéncia, foram dispostos em
decubito dorsal, uma incisdo toracica foi realizada e entdo os animais foram
perfundidos com solugéo fisiolégica (NaCl 0,9% estéril) gelada (4 °C) por cinco
minutos através de um cateter tipo borboleta inserido no ventriculo esquerdo cardiaco
e apos a realizacdo de um corte no atrio direito. Amostras de tecidos do coragao,
pulmao e rim foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido (NL2,
-196 °C). Na sequéncia, as amostras foram descongeladas, homogeneizadas em 1 ml
de tampao fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4, 4 °C) em gelo. Em seguida, os
homogenatos foram centrifugados (13000 x g, 10 minutos, 4 °C), os sobrenadantes
foram descartados e os pellets foram ressuspendidos em 1 ml de tampao de brometo
de hexadeciltrimetilaménio (HTAB, 0,5% em tampao fosfato 50 mM, pH 6,0)
permitindo a liberagdo da enzima MPO do interior de granulos. Nesta etapa, somente
as amostras do rim passaram por uma etapa adicional de incubagcdo com aquecimento
(2 horas, 60 °C), objetivando-se a eliminagédo da interferéncia de peroxidases nao
especificas deste tecido (Schierwagen, Bylund-fellenius e Lundberg, 1990). Na
sequéncia, as amostras foram novamente centrifugados (13000 x g, 10 minutos, 4 °C)
e o sobrenadante resultante foi utilizado para o ensaio. A reagao foi realizada em
microplaca de 96 pocos através da adicao de 30 pL de sobrenadante, 180 uL de H20:2
(concentragao final por pogo de 0,3 mM) diluido em tampao fosfato de sdédio 80 mM
(pH 5,4) e 20 ul de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) (concentragéo final por pogo de
1,6 mM) dissolvido em DMSO. A atividade da MPO foi medida por oxidagao do TMB

dependente de H202 durante 10 minutos a 37 °C em um leitor de placas (Tecan
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Infinite® 200 PRO, Mannedorf, Suiga), a absorbancia foi medida em 650 nm, a cada
um minuto. A concentracdo de proteina foi determinada pelo método do acido
bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985), e a atividade da enzima MPO tecidual foi

expressa em unidades de densidade optica (OD)/mg de proteina.

3.17 MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS TECIDUAIS

Amostras de tecidos do coragao, pulméo e rim foram coletadas conforme
descrito na secdo 3.16 nos tempos de doze e vinte e quatro horas apos o
procedimento cirurgico e utilizadas para a determinagdo da atividade das enzimas
catalase e superéxido dismutase, e dos niveis de hidroperéxidos lipidicos nesses
tecidos. As amostras teciduais pesando 100 mg foram homogeneizadas em 1 ml de
tampao fosfato de sddio 200 mM (4 °C). Na sequéncia, as amostras foram divididas
em aliquotas, onde homogenatos foram congelados em nitrogénio liquido (NL2, -196
°C) e armazenados em ultra freezer para a determinagcdo posterior dos niveis de
hidroperoxidos lipidicos. Outra parte das aliquotas foram centrifugadas (10.000 x rpm,
10 minutos, 4 °C) e as amostras de sobrenadante obtidas foram também congelados
em nitrogénio liquido (NL2,-196 °C) e armazenadas em ultra freezer e utilizadas para

a determinacao da atividade das enzimas catalase e superdxido dismutase.

3.17.1 Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) foi determinada por meio
da decomposigédo do peroxido de hidrogénio (H202) em oxigénio (O2) e agua (H20)
conforme previamente descrito (Aebi, 1984). A reagao foi desenvolvida em microplaca
de 96 pocos através da adicao de 1 pl de amostra, 9 ul de H202 (0,3 M) e 240 ul de
tampao fosfato de sodio (10 mM, pH 7,0). A leitura da placa foi feita em 240 nm em
um leitor de placas (Tecan Infinite® 200 PRO, Mannedorf, Suiga) durante 2 minutos a
37 °C, obtendo-se o decaimento do valor das absorbancias. A concentragdo de
proteina foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), e os resultados
foram expressos em puM/min/mg de proteina, que se relaciona a constante do

consumo de H202 por minuto.
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3.17.2 Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi determinada através
da sua capacidade de inibir a auto oxidag&o do pirogalol, conforme descrito (Marklund
e Marklund, 1974). Em uma microplaca de 96 pogos foram adicionados 30 pl de
amostra, 99 ul de tampéo fosfato (50 mM, pH 7,0), 6 ul de MTT (1,25 mM) e 15 ul de
pirogalol (100 uM). A placa foi incubada a 37 °C durante 5 minutos, apds isso foi
adicionado 150 pl de DMSO para parar a reagao. A reacao foi lida em 570 nm em um
leitor de placas (Tecan Infinite® 200 PRO, Mannedorf, Suiga). Os valores de
absorbancia das amostras foram comparados aos controles contendo tampéao, MTT e
o pirogalol, sendo esse o valor de 100% de auto oxidagao do pirogalol. A quantidade
de enzima necessaria para inibir 50% da reacgéo (Clso) equivale a 1 unidade (U) de
SOD. A concentragéo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (Bradford,

1976), e os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

3.17.3 Niveis teciduais de hidroperoéxidos lipidicos (LOOH)

Os niveis de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) foram determinados através da
adicdo de 100 ul de homogenato das amostras (descrito na se¢cédo 3.17) e 10 ul de
metanol. Na sequéncia, as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas (9.000 x
rom, 20 minutos, 4 °C). Apos isso, em uma microplaca de 96 pogos foram adicionados
30 pl do sobrenadante e 140 ul de solugao de reacéao (hidroxitolueno butilado 4 mM,
FeS04 250 mM, H2S04 25 mM e xilenol laranja 100 mM). A microplaca foi incubada
ao abrigo da luz durante 30 min e apds, a reacgao foi lida a 560 nm em um leitor de
placas (Tecan Infinite® 200 PRO, Mannedorf, Suiga), sendo a concentragado de LOOH

ajustada para 1 mg de tecido. Os resultados foram expressos em mmol/mg de tecido

3.18 HISTOLOGIA DE TECIDO PULMONAR, CARDIACO E RENAL

Os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica de cetamina e
xilazina (270 mg e 30 mg/kg, ip, respectivamente). Na sequéncia, os tecidos do
pulmao, coragao e rim foram coletados, fixados em solugao de ALFAC (etanol 80%,
formaldeido 40% e acido acético glacial 100% na proporg¢ao 17:2:1, respectivamente)
durante 16 horas em temperatura ambiente e posteriormente foram mantidos em
solugdo de alcool 70° GL. Na sequéncia, o material foi submetido a sucessivas
lavagens de 30-60 minutos em etanol em concentracdes crescentes (70%, 80%, 90%,
95% e 100%) e xileno (98,5%), para posterior inclusdo em parafina. Os blocos de
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parafina foram cortados em secbes de 5 ym em um micrétomo rotativo (Leica
RM2255, Wetzlar, Alemanha) e as se¢des foram depositadas em laminas e
submetidas a desparafinizagdo e posterior coloragdo de hematoxilina e eosina (HE)
por um equipamento de coloragdo de laminas automatizado (Leica AutoStainer XL,
Nussloch, Alemanha). As laminas foram analisadas por um microscépio invertido
(Olympus 1X83, Téquio, Japao), e as imagens foram obtidas por uma camera acoplada
ao software CellSens Imaging versdo 1.12 (Olympus, Toquio, Japédo). Dois
examinadores analisaram cegamente os danos teciduais. As alteragdes
histopatolégicas observada no pulmao foram mensuradas com o auxilio de uma
escala de pontuagado semiquantitativa de dano tecidual de acordo com a seguinte
classificagdo: normal (O pontos), minimo (1 ponto), moderado (2 pontos), intenso (3
pontos) e grave (4 pontos), conforme descrito anteriormente (Beck et al., 2001).

Em um segundo ensaio experimental, animais foram eutanasiados com
sobredose anestésica de cetamina e xilazina (270 mg e 30 mg/kg, ip,
respectivamente). Fragmentos do ventriculo esquerdo cardiaco foram coletados,
fixados em solugdo de formalina neutra tamponada 10% (formaldeido 37-40% na
proporgcao de 1:10 de agua ultrapura e fosfato de sédio, pH 6,8) durante 48 horas em
temperatura ambiente. Apds fixadas, as amostras foram mantidas em solugcdo de
alcool 70° GL. O material foi submetido as mesmas etapas descritas acima de
desidratacido e inclusao em parafina. Na sequéncia, os blocos foram cortados em
sec¢des de 5 ym em um microtomo rotativo eletrénico (pfm Rotary 3006 EM, Kaln,
Alemanha) e as secbes foram depositadas em laminas convencionais e silanizadas.
As laminas convencionais foram coradas por hematoxilina e eosina (HE), tricrémio de
Masson e acido periodico de Schiff (PAS). Ja as laminas silanizadas foram utilizadas
na analise de imuno-histoquimica de tecidos conforme descrito abaixo (seg¢do 3.19).
As laminas foram analisadas por um microscoépio (Nikon Eclipse E400, Toquio, Japao)
e as imagens foram adquiridas por uma camera (Leica DFC295, Nussloch, Alemanha)
através do software Leica Microsystems versao 3.5.0 (Leica Microsystems, Nussloch,
Alemanha). A analise histoldgica foi feita através de cegamento por um pesquisador
independente do setor de histopatologia da Universidade do Porto (U.Porto, Porto,

Portugal).
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3.19 IMUNO-HISTOQUIMICA DE TECIDO CARDIACO

Conforme descrito acima, blocos de tecidos do ventriculo esquerdo cardiaco
foram cortados em sec¢des de 5 ym e dispostos em laminas silanizadas com poli-L-
lisina. A reagdo de imuno-histoquimica foi realizada conforme descrita anteriormente
(Leal et al., 2008). Resumidamente, os cortes fixados em laminas passaram por
desparafinizacdo com tolueno (99,5%) em estufa 40 °C e na sequéncia foram
reidratados em uma série decrescente graduada de etanol (100%, 95%, 80%, 50%) e
agua ultrapura em temperatura ambiente. Apds esse procedimento, a peroxidase
endodgena foi bloqueada com adicado de solugéo de perdxido de hidrogénio (H202) a
3% sobre os cortes e a ligagao inespecifica de proteinas foi bloqueada com adigdo de
soro de cabra 2% em tampé&o fosfato de solugéo salina [PBS (g/L): 8 g NaCl; 0,201 g
KCI; 0,191 g KH2PO4; 0,765 g Na2HPO4.2H20]. Apos lavagens sequenciais, 0s
cortes foram incubados com os anticorpos primarios, anticorpo monoclonal de
camundongo anti-A2a (diluigdo 1:100, sc-32261, Santa Cruz, Dallas, TX, EUA),
anticorpo monoclonal de camundongo anti-ENT1 (diluicdo 1:100, sc-377283, Santa
Cruz, Dallas, TX, EUA), anticorpo monoclonal de camundongo anti-NOS2 (diluigdo
1:100, sc-7271, Santa Cruz, Dallas, TX, EUA), anticorpo policlonal de coelho anti-
NOS3 (diluicao 1:100, sc-654, Santa Cruz, Dallas, TX, EUA), anticorpo monoclonal de
camundongo anti-PDE3A (diluicdo 1:20, sc-293446, Santa Cruz, Dallas, TX, EUA) e
anticorpo policlonal de coelho anti-phospho-PDE3A (Ser312) (diluicdo 1:100, PA5-
106199, ThermoFisher Scientific, MA, EUA). A incubagao com anticorpos primarios foi
realizada ‘overnight em uma camara umidificada sob refrigeracdo (4 °C). A
especificidade de ligacdo dos anticorpos primarios foi previamente testada em
trabalhos utilizando técnica de siRNA, anti-PDE3A (Dillard et al., 2020), anti-A2a
(Thakur et al., 2010), anti-ENT1 (Ghoneim e Piquette-Miller, 2016). Na sequéncia, as
ldminas foram lavadas com solugéo tampao PBT (0,1% de Tween 20 em tamp&o PBS)
e incubadas com os anticorpos secundarios, anticorpo biotinilado anti-IgG de
camundongo ou anticorpo biotinilado anti-IgG de coelho (diluicdo 1: 125 em PBT,
Vector Laboratories, Newark, CA, EUA) por uma hora, em temperatura ambiente.
Apés lavagens das laminas em solugédo PBT, estas foram incubadas com o reagente
do complexo avidina-biotina (ABC, Vector Laboratories, Newark, CA, EUA) durante
uma hora, em temperatura ambiente. Apos lavagem com PBS, as laminas foram
incubadas com solugao de tetrahidrocloreto de 3,3-diaminobenzidina (DAB) ativado

com H202, que é utilizado como um cromoéforo da reacdo. Ao fim, a reacgao foi
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interrompida pela lavagem das laminas com agua ultrapura. As laminas contendo os
cortes com a reagao de imuno-histoquimica finalizada foram entao desidratadas em
uma série graduada de etanol (50%, 80%, 95%, 100%) e xileno (98,5%), e fixadas
com laminulas com meio de montagem Eukitt (Sigma-Aldrich, St Loius, MO, Estados
Unidos). Para controles negativos (controles para ligagao nao especifica do anticorpo
secundario), durante o processamento dos cortes os anticorpos primarios foram
omitidos e os demais seguiram conforme descrito acima. As micrografias da imuno-
histoquimica foram adquiridas através de camera CDC (Leica DFC295, Nussloch,
Alemanha), acoplada ao microscépio (Nikon Eclipse E400, Téquio, Japao), utilizando
o software Leica Microsystems versao 3.5.0 (Leica Microsystems, Nussloch,
Alemanha). A reacao de imunomarcagao foi quantificada através de um software de
analise de imagem PAQI (Centro de materiais da Universidade do Porto - CEMUP,
Porto, Portugal) conforme previamente descrito (Leal et al., 2008). Os resultados da
imunomarcagao foram expressos em percentual (%) de area imunomarcada em

relacédo a area total das fotomicrografias.

3.20 EXTRACAO PROTEICA E WESTERN BLOT

Os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica de cetamina e
xilazina (270 mg e 30 mg/kg, ip, respectivamente). Apods a eutanasia, os tecidos do
coragdo e da aorta toracica foram coletados, instantaneamente congelados em
solugao de nitrogénio liquido (NLz2,-196 °C) e armazenados em ultra freezer (-80 °C)
até o momento das analises. As amostras pesando aproximadamente 100 mg foram
congeladas em nitrogénio liquido (NL2,-196 °C), pulverizadas, transferidas para um
microtubo contendo 300 ul de tampao de extracado de proteina contendo fluoreto de
fenil-metano-sulfonil (PMSF) 100 mM, ortovanadato de sodio 100 mM e coquetel de
inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, St Loius, MO, Estados Unidos) em solucao de
T-Per (do inglés, Tissue Protein Extraction Reagent; Thermo Scientific, Rockford, IL,
Estados Unidos). As amostras permaneceram incubadas no tampao de extracéo
durante uma hora a 4 °C. Apds esse periodo, os lisados de tecidos foram
centrifugados (10.000 rpm, 30 minutos, 4°C), os sobrenadantes foram coletados e as
concentracdes de proteina foram determinadas usando o kit de ensaio de proteina
Pierce™ BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA), conforme descrito (Smith et al.,
1985). Aliquotas de proteina total (60 ug) foram acrescidas em tampao Laemmli (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) contendo glicerol 20%, mercaptoetanol 14,4
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mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%) na proporgéo 1:2 (coragao)
e 1:6 (aorta) v/v. Posteriormente essas amostras foram aquecidas a 100 °C durante 8
minutos. As amostras foram submetidas a eletroforese (Mini Protean II, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 7%. Apdés
eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (0,45
pm, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) na presenga de 20% metanol e 1%
SDS em voltagem constante de 120 V por uma hora. A transferéncia da banda foi
verificada por coloragao com solugao de Ponceau, e as membranas foram bloqueadas
com solugdo de leite em pod desnatado 5% em TBS-T durante uma hora em
temperatura ambinte. Na sequéncia, as membranas foram incubadas com os
anticorpos primarios, anticorpo monoclonal de camundongo anti-PDE3A (diluigdo
1:3.000 para o coragao e 1:750 para aorta, sc-293446, Santa Cruz, Dallas, TX, EUA)
e anticorpo policlonal de coelho anti-phospho-PDE3A (Ser312) (diluicdo 1:500 para
coragao e aorta, PA5-106199, ThermoFisher Scientific, MA, EUA) durante 16 horas a
4°C. Posteriormente, as membranas foram lavadas com tamp&o TBS-T e incubadas
com anticorpo secundario, anticorpo ligado a peroxidase anti-lgG de camundongo
(7076) e anticorpo ligado a peroxidase anti-lgG de coelho (7074) (diluigao 1:5.000,
Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EUA) durante uma hora em temperatura
ambiente. A especificidade do anticorpo anti-PDE3A foi previamente testada por
knockdown usando a técnica de siRNA (Dillard et al., 2020). Os controles internos de
corrida usados para todos os experimentos foram anticorpo monoclonal conjugado
com peroxidase anti-GAPDH (diluicao 1:35.000, G9295, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) ou anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase anti-B-actina (diluigao
1:25.000, A5441, Sigma-Aldrich, Saint Louis , MO, EUA). Em seguida, as membranas
foram expostas a solugdo comercial contendo substrato da enzima peroxidase
(SuperSignal™ Western Blot ThermoFisher Scientific, MA, EUA), e a detecgéo das
bandas das proteinas foi realizada por densitometria utilizando um sistema de
aquisicao de imagem digital com dispositivo de carga acoplada (ChemiDoc™ MP
System, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) e o software ImageLab® verséo
6.0.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Os resultados foram expressos
como uma razdo de PDE3A/GAPDH, PDE3A/B-actina e PDE3A fosforilada (Ser

312)/GAPDH. O fragmento lisado de cada animal foi considerado como n = 1.
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3.21 ANALISE DE BIOINFORMATICA

Para avaliar o impacto da sepse no tecido cardiaco, realizou-se um estudo de
bioinformatica utilizando dados publicos de sequenciamento de RNA (RNAseq) de um
estudo de transcriptoma do coracdo de camundongos da linhagem CS57BL/6J
submetidos ao modelo experimental de CLP (Rumienczyk et al., 2021). Foram
avaliados genes relacionados a proteinas envolvidas em pontos upstream que levam
a sintese ou permitem a sinalizacdo de nucleotideos ciclicos, além de proteinas que
sofrem alteragcdo durante a inflamagao na sepse e de genes relacionados as enzimas
PDEs que apresentam expressao no tecido cardiaco (PDE1A, PDE1B, PDE1C,
PDE2A, PDE3A, PDE3B, PDE4A, PDE4B, PDE4C, PDE4D, PDESA, PDE7A, PDET7B,
PDES8A, PDES8B) e que participam extensamente no controle de difusdo desses
segundo-mensageiros nos microdominios de sinalizagdo. Também se avaliou genes
relacionados a proteinas dowstream alvos de acdo dos nucleotideos ciclicos no
coragao, compreendendo ao todo 85 genes.

A analise dos dados de RNAseq foi feita através dos programas STAR aligner
(verséo 2.7.9a) e fetureCounts (versao 2.0.3). Realizou-se uma analise de expressao
génica diferencial utilizando a linguagem de programacédo R, onde os dados brutos
foram importados e processados, criando-se quadros de dados e metadados. As
informacgdes foram analisadas através do pacote DESeq2, obtendo-se os dados na
forma de DESeqDataSet, permitindo a analise do conjunto de dados através da fungéo
DESeq.

Analisou-se a expressao diferencial entre os grupos experimentais sham e
CLP e entre os diferentes tempos disponiveis (seis, doze e vinte e quatro horas apos
a cirurgia). Nesse estudo, se realizou a combinacao de ferramentas de bioinformatica
para analisar os dados de expressao génica e realizar um enriquecimento funcional
dos dados obtidos dos animais. Em seguida, calculamos o coeficiente de correlagao
de Pearson entre as amostras e visualizamos o mapa de calor construido a partir do
pacote pheatmap. Os genes diferencialmente expressos foram identificados a partir
da leitura dos dados, processamento e filtragem para mudancgas significativas na

expressao (log2 fold change > 0, fold change > 1,5, e valor de p <0,05).
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3.22 ANALISE ESTATISTICA

O caélculo amostral foi baseado no desvio padrao (DP) e na magnitude da
diferenca entre os grupos obtidos na analise do fluxo sanguineo renal de um estudo
anterior realizado em nosso grupo de pesquisa (Kovalski et al., 2017). Assim,
considerando 4 grupos experimentais, a= 0,05, poder de 80% e tamanho do efeito de
0,59 (f, considerando procedimento de sepse e interacdo de tratamento), foram
necessarios 6 animais em cada grupo para significancia estatistica. Esse tamanho de
amostra mantém o poder de pelo menos 80% para os demais parametros
cardiovasculares (PAS e FC). Considerando a taxa de mortalidade de 30% do modelo
CLP em 24 h, 10 animais foram incluidos nos grupos CLP e 8 nos grupos sham. O
numero final (n) em cada grupo esta indicado nas legendas das figuras.

Para reatividade vascular em experimentos de banho de 6rgdos como
resultado primario, um n=10 é necessario para um tamanho de efeito de 0,45 (f), um
a =0,05 e um poder de 0,8. Portanto, 13 animais foram incluidos nos grupos CLP e 11
nos grupos sham para contabilizar a taxa de mortalidade. O software GPower 3.1.1
foi utilizado para o céalculo do tamanho da amostra (Faul et al., 2007).

Para a analise de sobrevida, foi calculado um tamanho amostral de 35 animais
por grupo com base em uma taxa de redugao de mortalidade esperada de 25%, com
poder de 80% e a = 0,05. O software Primer of Statistics 7 (Primer-e, Auckland, Nova
Zelandia) foi usado para o calculo do tamanho amostral dos experimentos de
sobrevivéncia.

Na maior parte dos resultados, os dados foram apresentados como graficos
de pontos de dispersdo onde cada ponto representa um animal, a linha representa a
média * erro padrdo da média (EPM). Nos dados de temperatura, PAS, FC, HRPO
total, reatividade vascular ex vivo e glicose sanguinea o ponto representa a média +
EPM. O efeito dos agentes vasoativos na variagao da PAM, tempo de resposta e FC
foi mostrado como diagrama de caixa, representando a mediana, com percentil 25 e
75. As barras verticais representam os valores minimo e maximo obtidos. Os
resultados do escore de gravidade de doenga, dano histoldgico, ureia e creatinina
foram representados como mediana % intervalo interquartil. A curva de sobrevida foi
representada em linha que representa o valor médio do grupo em cada tempo
analisado, sem medida de dispersao.

As curvas de concentragdo-resposta de agonistas foram ajustadas usando

regressao nao linear. As poténcias dos agonistas e as respostas maximas foram
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expressas como o logaritmo negativo da concentragdo molar do agonista produzindo
50% da resposta maxima (pECso) e o efeito maximo induzido pelo agonista (EMax),
respectivamente.

A significancia estatistica foi analisada por ANOVA de duas vias, seguida do
pos teste de Bonferroni. Todos os dados analisados pela ANOVA foram submetidos
ao teste de Shapiro-Wilk e Bartlett para comprovacédo da normalidade e
homogeneidade das variancias, respectivamente. Os dados de NOx, lactato, acido
urico, MPO, azul de Evans, hematocrito e contagem de granulocitos foram
transformados por fungao logaritmica para alcancgar distribuicdo gaussiana e
homocedasticidade. Os dados categoricos, escore de gravidade de doencga e dano
histologico além dos dados de ureia e creatinina que foram considerados assimétricos
mesmo apods transformacgao foram analisados teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
pos-teste de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner. Um valor de P inferior a 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Os graficos e as analises estatisticas foram
realizados através do software GraphPad Prism versdo 8 (La Jolla, CA, EUA) e do

software Jamovi versao 1.6 (The Jamovi project, Sydney, Australia).
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4 RESULTADOS

4.1 A INIBICAO DE PDE3A AUMENTA A FREQUENCIA CARDIACA, PRESERVA O
FLUXO SANGUINEO RENAL E MELHORA A RESPOSTA VASCULAR PERIFERICA

A sepse foi induzida experimentalmente em ratos machos através do
procedimento cirurgico de ligacdo e perfuragado cecal (CLP), sendo utilizado como
controle os animais falso-operados (sham). Nesses animais foram avaliados
diferentes parametros que comprovam que o modelo experimental foi capaz de
reproduzir caracteristicas esperadas do desenvolvimento da doenga, como alteragdes
em parametros cardiovasculares, inflamacao, mortalidade entre outros. A intervencao
farmacoterapéutica nos animais foi a inibicdo das diferentes isoformas das enzimas
fosfodiesterase 3 (PDE3) através do cilostazol, um inibidor seletivo, seguro e inserido
na pratica clinica para o tratamento da doenca arterial periférica (PAD). O cilostazol
foi administrado aos animais no tempo de seis horas apds o procedimento cirurgico
na dose de 15 mg/kg via oral gavagem. Os animais foram avaliados ao longo de vinte
e quatro horas, com excegéo na analise de curva de sobrevida (cento e vinte horas)
obtendo-se os dados de diferentes parametros que foram avaliados e apresentados
nessa segao.

Os animais conscientes apresentaram alteragdes na temperatura corporal
(Fig. 8A) e aumento do escore de gravidade de doenga (Fig. 8B) ao longo do tempo
de vinte e quatro horas. Observou-se que a inibicdo de PDE3 causou uma reducgao
significativa da temperatura corporal nos tempos de doze e vinte quatro horas quando
comparado aos valores iniciais do grupo CLP cilostazol e comparado aos animais do
grupo CLP veiculo nos tempos avaliados (Fig. 8A, p<0,05). Entretanto, o tratamento
nao impediu o aumento do escore de gravidade de doenga nos animais sépticos nos
tempos de seis, doze e vinte e quatro horas (Fig. 8B).

Também em animais conscientes, analisou-se a pressao arterial sistdlica
(PAS) e a frequéncia cardiaca (FC) ao longo do tempo. A média dos valores basais
de todos os animais vinte e quatro horas antes da cirurgia foi de PAS 133,1 £ 1,20
mmHg e FC 350,6 + 4,52 bpm. No tempo de seis horas apés o procedimento cirurgico,
0s animais sépticos apresentaram redugao da PAS (Fig. 8C, CLP veiculo 81,55 £ 6,23
e CLP cilostazol 88,70 + 6,21 mmHg) e aumento da FC (Fig. 8D, CLP veiculo 400,2 +
5,02 bpm e CLP cilostazol 418,7 + 5,13 bpm), mantendo-se esses valores sustentados

ao longo do tempo, comprovando a hipotensao e a taquicardia nesses animais (Fig.
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8C e 8D, p<0.05 comparado aos animais controle). A inibicado de PDE3 nao alterou os
valores da PAS, porém aumentou de forma significativa a FC nos animais sépticos a
partir de oito horas apos a cirurgia de CLP em aproximadamente 13% (Fig. 8D, CLP
veiculo 414,6 + 6,77 e CLP cilostazol 467,3 + 9,45 bpm, p<0,05), mantendo esses
valores elevados ao longo do tempo, porém retornando a valores semelhantes ao
grupo CLP veiculo apos vinte e quatro horas (Fig. 8D, p>0,05 comparando CLP
veiculo e CLP cilostazol).

Em animais anestesiados, os parametros cardiovasculares foram analisados
no tempo de vinte e quatro horas apds o procedimento cirurgico. Observou-se que os
animais sépticos apresentaram redugao na pressao arterial média (PAM) (Fig. 8E,
p<0,01), aumento na FC (Fig. 8F, p<0,05), reducdo do fluxo sanguineo renal nos
animais do grupo CLP veiculo (Fig. 8G, p<0,01), e normalidade no fluxo sanguineo
muscular (Fig. 8H). De forma significativa, o tratamento com cilostazol impediu a
reducao do fluxo sanguineo renal na sepse (Fig. 8G, CLP veiculo 251,92 + 42,04 e
CLP cilostazol 394,22 + 25,97 UP, P<0,05; interagdo entre o procedimento e
tratamento, p=0,004).

Apesar da sepse nao ter alterado o fluxo sanguineo muscular (Fig. 8H), a
doenca alterou o perfil de resposta de hiperemia reativa pds-oclusiva (Fig. 8l). A sepse
reduziu o fluxo sanguineo muscular maximo e o tratamento com cilostazol impediu
essa reducdo nos animais seépticos (Fig. 8J, CLP veiculo 96,18 + 10,94 e CLP
cilostazol 185,2 + 26,77 UP, p<0,05; interagdo entre o procedimento e tratamento,
p=0,029). A doenca nao causou alteragdes significativas no tempo de resposta
maxima (Fig. 8K), tempo de recuperagao de 50% da resposta (Fig. 8L) e na integral
relativa ao basal (Fig. 8M). Porém, nesse ultimo parametro avaliado, foi observada
uma interagdo entre o procedimento cirurgico e o tratamento (p=0,045), onde o
cilostazol aumentou de forma nao estatisticamente significativa o valor da integral nos
animais sépticos (Fig. 8M, CLP veiculo 374,2 + 51,91 e CLP cilostazol 584,4 + 72,02
UP.s x103, p=0,05).
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Figura 8. Efeito da inibicido de PDE3 no desenvolvimento da sepse e nas alteragées
cardiovasculares observadas no modelo experimental da doenga. Os animais foram submetidos
ao procedimento cirdrgico de CLP ou sham e seis h depois receberam o tratamento com cilostazol (15
mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem). Os animais foram analisados ao
longo do tempo, obtendo-se a temperatura corporal (A), escore de severidade da doenga (B), presséo
arterial sistdlica (C) e frequéncia cardiaca (D), por métodos n&o invasivos. Apos 24 h, os animais foram
sedados e submetidos a métodos invasivos, permitindo obter os valores de presséo arterial média (E),
frequéncia cardiaca (F), fluxo sanguineo renal (G), fluxo sanguineo muscular (H) e a anadlise da
resposta de hiperemia reativa pds-oclusiva (I-M). Nos painéis A, C, D, | os dados séo representados na
linha como valor da média + EPM, n= 6-14 animais/grupo. No painel B os dados sdo presentados como
mediana % intervalo interquartil, n= 6-14 animais/grupo. Nos painéis E-H, J-M, cada ponto representa
um animal, a linha representa + EPM, n=6-8 animais/grupo. Os dados do painel B foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner. Os demais
dados foram analisados pelo teste de ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-teste de Bonferroni.
#p<0,05 comparado os grupos CLP aos controles, &p<0,05 comparado ao valor inicial, $p<0,05
comparado o grupo CLP veiculo ao CLP cilostazol, *p<0,05, **p<0,01. As setas nos painéis A-D indicam
o inicio do tratamento com cilostazol ou veiculo.
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42 A INIBICAO DE PDE3 PREVINE O DESENVOLVIMENTO DA
HIPORREATIVIDADE VASCULAR INDUZIDA PELA SEPSE

Durante o desenvolvimento da sepse e principalmente do choque séptico é
comum o comprometimento na resposta vascular vasoconstritora apds a
administracdo de drogas vasoativas em decorréncia da hiporreatividade vascular
caracterizada por um quadro de hipotensao refrataria a administracido de volume e
drogas vasoativas. Por conta disso, a analise da resposta vascular seja in vivo ou ex
vivo é essencial em modelos experimentais da doencga.

Vinte e quatro horas apds o procedimento de CLP, em ratos sedados,
verificou-se que os animais sépticos apresentaram um prejuizo da variagdo na PAM
e no tempo de resposta contratil apds a administracdo dos vasoconstritores, fenilefrina
- agonista seletivo de receptor ai-adrenérgico (Fig. 9A e 9D, p<0,05) e angiotensina Il
— agonista nao seletivo de receptor AT1 e ATz (Fig. 9B e 9E, p<0,05). De forma
significativa, a inibicdo de PDES3 preveniu o prejuizo contratil da angiotensina Il na
maior dose utilizada (Fig. 9B e 9E, p<0,05), porém nao alterou a resposta para
fenilefrina (Fig. 9A e 9D). Avaliou-se também a resposta cronotropica positiva da
isoprenalina — agonista nao seletivo de receptores B-adrenérgicos - sobre a FC nos
animais. Foi observado que na maior dose administrada os animais sépticos
apresentaram uma reduc¢ao da variagcao na FC e a inibicado de PDES3 preveniu de forma
significativa essa reducéo (Fig. 9C, sham veiculo 157,0 + 14,75 CLP veiculo 68,38
10,94 e CLP cilostazol 161,3 + 22,24 bpm, p<0,05; interacdo entre procedimento e
tratamento p=0,008).

A reatividade vascular foi também avaliada de forma ex vivo em sistema de
banho de orgdo isolado utilizando anéis de aorta toracica obtidos no tempo de vinte e
quatro horas ap6s a cirurgia de CLP. Foi observado nos animais sépticos um prejuizo
na resposta contratil para fenilefrina — resposta dependente do receptor ai1-
adrenérgico — e a inibicado de PDE3 preveniu parte desse prejuizo (Fig. 9F, p<0,001).
Também foi observado um comprometimento na resposta contratil para o cloreto de
potassio (KCl) — contragdo por despolarizagdo de membrana e independente de
receptor — porém, diferente do observado para a fenilefrina o tratamento com cilostazol

nao preveniu esse prejuizo (Fig. 9G).
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Figura 9. Efeito da sepse e da inibicdo de PDE3 na hiporreatividade a vasoconstritores. Os
animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico de CLP ou sham, seis h depois receberam o
tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem) e
vinte e quatro h depois os animais foram anestesiados e preparados para as analises de reatividade
vascular in vivo (A-E) e ex-vivo (F e G). Doses crescentes dos vasoconstritores fenilefrina e
angiotensina Il foram administrados nos animais obtendo-se a variagcédo da pressao arterial média (A e
B) e tempo de resposta contratil (D e E). Também foi administrado isoprenalina, obtendo-se o a variagcao
da frequéncia cardiaca. Em sistema de érgao isolado contendo anel de aorta toracica foi realizada
curvas concentragcdo-resposta para os vasoconstritores fenilefrina e cloreto de potassio (F e G). Nos
painéis A-E os dados sao representados como mediana na linha, com percentil 25 e 75 £ os valores
minimo e maximo, n=7 animais/grupo. Nos painéis F e G os dados séo representados como valor da
média na linha £ EPM, n=10-13 animais/grupo. Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA de
duas vias, seguido pelo pds-teste de Bonferroni. *p<0.05, ***p<0,001.

A partir das curvas concentracado-resposta obtidas, foram avaliados os
parametros de poténcia (pCES50) e eficacia (Emax) da resposta contratil, conforme
descrito na tabela 3. Os animais do grupo CLP veiculo apresentaram reducdo na
poténcia e eficacia da resposta vasoconstritora para fenilefrina (Tab. 3, pCE50 - sham
veiculo 6,70 = 0,05 e CLP veiculo 6,47 + 0,06, p<0,05; Emax - sham veiculo 0,79 %
0,07 e CLP veiculo 0,47 £+ 0,06, p<0,01), além de um prejuizo na eficacia da resposta
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contratil para KCI (Tab. 3, sham veiculo 1,05 + 0,08 e CLP veiculo 0,58 £ 0,05,
p<0,001). A inibicdo de PDE3 impediu de forma significativa a redugao na poténcia da
resposta vasoconstritora para fenilefrina (Tab. 3, CLP veiculo 6,47 + 0,06 e CLP
cilostazol 6,7 £ 0,05, p<0,05).

Tabela 3. Efeito da sepse e da inibicio de PDE3 na hiporreatividade a

vasoconstritores

Veiculo Cilostazol
Parametros Sham CLP Sham CLP

Fenilefrina

pCEso (mol/L) 6,70 + 0,05 6,47 + 0.06* 6.73 0,07 6,70 + 0,05%

Emax () 0,79 £ 0,07 0,47 + 0,06% 0,86 + 0,05 0,62 + 0,06
Cloreto de potassio

pCEso (mol/L) 1,39 + 0,01 1,36 £ 0.02 1,41 £ 0,02 1,35+ 0,02

Emax (9) 1,05+ 0,08 0,58 + 0,05## 0,98 + 0,06 0,72 + 0,06*

Os animais foram submetidos ao procedimento cirirgico de CLP ou sham, seis h depois receberam o
tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem) e
vinte e quatro h depois os animais foram anestesiados e preparados para as analises de reatividade
vascular ex-vivo. Em sistema de 6rgao isolado contendo anel de aorta toracica foi realizada curvas
concentragao-resposta para os vasoconstritores fenilefrina e cloreto de potassio, obtendo-se os
diferentes pardmetros que foram analisados. Os valores representam a média + EPM, n=11 animais
grupo sham veiculo, 13 animais sham cilostazol, 10 animais CLP veiculo e 11 animais CLP cilostazol.
Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-teste de Bonferroni.
#p<0,05 comparado ao grupo sham, ##p<0,01 comparado ao grupo sham, ###p<0,001 comparado ao
grupo sham, $p<0,05 comparando os grupos CLP veiculo e CLP cilostazol.

pCES50: representa o negativo do logaritmo da concentracdo do agonista (em mol/L) necessaria para
produzir 50% da resposta maxima; Emax: representa a resposta maxima contratil obtida (em g).
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4.3 A INIBICAO DE PDE3 PREVINE DANOS MULTIORGANICOS CAUSADOS PELA
INFLAMACAO SISTEMICA NA SEPSE

Durante a sepse, ocorrem profundas alteragcbes inflamatorias e
cardiovasculares que contribuem para o desenvolvimento de danos multiorganicos,
que em ultima analise cooperam para a alta mortalidade observada na doenga. No
desenvolvimento da sindrome. Neste cenario, participam diferentes mediadores de
sinalizacao celular, entre eles, destacamos o 6xido nitrico (NO), um mediador critico
na sepse pela sua contribuicdo no surgimento da hipotensao, faléncia circulatéria e
no comprometimento da resposta vasoconstritora.

Vinte e quatro horas apds procedimento de CLP observou-se um aumento nos
niveis plasmaticos dos metabdlitos do NO (nitrato + nitrito — NOx) e o tratamento com
cilostazol reduziu de forma ndo estatisticamente significativa esses niveis na sepse
(Fig. 10A, CLP veiculo 117,0 + 18,61 e CLP cilostazol 71,35 + 8,18 uM, p=0,06).
Observou-se também nos animais sépticos o0 aumento nos niveis circulantes de
marcadores plasmaticos de danos, como aspartato aminotransferase (Fig. 10B),
alanina aminotransferase (Fig. 10C); normalidade nos niveis de creatina quinase (Fig.
10D), ureia (Fig. 10E) e creatinina (Fig. 10F); aumento nos niveis de acido urico (Fig.
10G) e lactato (Fig. 10H). O tratamento com cilostazol impediu somente a elevagao
dos niveis de lactato nos animais sépticos, entretanto esse € um importante marcador
de perfusdo tecidual e metabolismo energético celular (Fig. 10H, CLP veiculo 50,90 +
7,953 e CLP cilostazol 27,10 £ 4,682 mg/dL, p<0,01).

Também no tempo de vinte e quatro horas apds o procedimento cirurgico, os
animais apresentaram consumo de plaquetas evidenciado pela redu¢édo do numero
circulante desses fragmentos celulares (Fig. 10l), houve aumento do numero de
eritrécitos e hematocrito e o tratamento com cilostazol preveniu esse aumento (Fig.
10J, CLP veiculo 11,36 + 0,49 e CLP cilostazol 9,82 + 0,37 10%/uL, p<0,01; Fig. 10K,
CLP veiculo 50,40 + 2,46 e CLP cilostazol 41,22 + 0,82 %, p<0,01). Outra importante
alteracao que ocorre durante a doenga € no metabolismo da glicose, por conta disso,
a glicose sanguinea foi avaliada ao longo de vinte e quatro horas apds o procedimento
cirurgico. A partir de doze horas apds a cirurgia de CLP, os animais sépticos
desenvolveram hipoglicemia que foi sustentada até o periodo de vinte e quatro horas
(Fig. 10L, p<0,05 comparado ao valor inicial; p<0,05 comparado aos animais controle
em cada tempo analisado) e o tratamento com cilostazol ndo preveniu a queda na

glicose sanguinea nesses animais.



72

>
w
(¢}
o

® Veiculo
2804 © Cilostazol

x%  p=006 _EI 2 =
° 3 £ 150 ok £ 120 5 400
£ o210 2 € 2 * = e °
s . Py . P ®
c 3 L 100 o o © @ g0 . e *
; X 1o ' gg 1‘ Eg i ':Eszoo c}-" .
g9 L, T 83 Y $ &9 - % g v
£z K [ o c 50| o ° 4 < c 4w L o s
= 70 D % - t < ® 8 ® c LY
= bR S g 1 . ’ g 1 ° 5
. c ° < @
0 = 0 = 0 = 0
£ £ (&)
_— _— _— _—
Sham cLP ® Sham  CLP ® Sham  CLP Sham  CLP
E F G H
300 5 24 . o4 150
— ° ) R * jr
3 E’ =) ° E *kk *%
2 20 E 16 E © B 100 o
) . E 1 £ g
£ . © g . . =
= £ 2 . ) °
2 100 £o0s D S5 . T 50 °
E 5 : E T 5] g4 o4
aa &2 F ] 4% 4 g X% 3] 44 *X
0 < 0 o
Sham CLP Sham CLP Sham CLP Sham CLP
-©- Sham veiculo (7)
-e- Sham cilostazol (7)
I J K L -e- CLP veiculo (7)
5 -e- CLP cilostazol (7)
I 1500 - o B EE 7 T 210 ¥ Apos o tratamento
2 e O.T s *x a > Y
> L ‘S o < o g
2 1000 é s L S e + % e o® p
» L 4 ° @ N = ® 150
] g “ G 50 £
3 ¢ 3 = + & R] & o 5
S s00 « S D © o e D
) e o t . c
o = . £ t ® 90
8 A £ 2 . @
a o w e 30 o
3
<]
Sham CLP Sham CLP Sham CLP L 3
o

0 6 12 24
Tempo (h)

Figura 10. Efeito da sepse e da inibicado de PDE3 em marcadores plasmatico de danos organicos
e inflamagao e em parametros hematolégicos. Os animais foram submetidos ao procedimento
cirargico de CLP ou sham e seis h depois receberam o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem)
ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem). Os niveis de glicose sanguinea (L) foram analisados
ao longo do tempo até completar 24 h. Apds esse periodo, os animais foram eutanasiados, o sangue
total e o plasma foram obtidos para a analise de nitrato + nitrito (A), aspartato aminotransferase (B),
alanina aminotransferase (C), creatina quinase (D), ureia (E), creatinina (F), &cido urico (G), lactato (H),
plaquetas (l), eritrocitos (J) e hematdcrito (K). Nos painéis A-K, cada ponto representa um animal, a
linha representa a média + EPM nos painéis A-D e G-K, n= 7-10 animais/grupo. Nos painéis E e F, a
linha representa a mediana + intervalo interquartil, n=7-10 animais/grupo. No painel L a linha representa
a média + EPM, n= 7 animais/grupo. Os dados dos painéis E e F foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo pos-teste de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner. Os demais dados foram analisados
pelo teste de ANOVA de duas vias, seguido pelo pds-teste de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001, #p<0,05 comparado aos grupos sham, &p<0,05 comparado aos valores iniciais do proprio
grupo. A seta no painel L representa o inicio do tratamento.

Na resposta inflamatéria sistémica durante a sepse ha o envolvimento das
diferentes células leucocitarias, o que leva alteragdes na contagem dessas células no
sangue periférico. Vinte e quatro horas apdés a cirurgia de CLP, os animais sépticos
apesar de nao apresentarem mudangas na contagem absoluta de leucdcitos (Fig.
11A), eles exibiram redugdes na contagem relativa e absoluta de linfécitos (Fig. 11B
e 7C) e o cilostazol impediu de forma significativa a redugdo na contagem absoluta
desse tipo celular (Fig. 11C, CLP veiculo 1,72 £ 0,19 e CLP cilostazol 3,40 + 0,39
103/uL, p<0,05). Houve também aumento na contagem relativa de granuldcitos (Fig.
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11D e 11F), porém sem alteragdes na contagem absoluta dessas populagdes
celulares (Fig. 11E e 11G).
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Figura 11. Efeito da sepse e da inibicado de PDE3 em parametros hematolégicos. Os animais foram
submetidos ao procedimento cirurgico de CLP ou sham e seis h depois receberam o tratamento com
cilostazol (15 mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem). Vinte e quatro horas
depois 0s animais foram eutanasiados e o sangue total foi obtido para a determinacéo de leucécitos
(A), contagem relativa e absoluta de linfocitos (B e C), granulécitos (D e E) e mondcitos (F e G). Nos
painéis A-G, cada ponto representa um animal, a linha representa a média + EPM, n= 7-10
animais/grupo. Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA de duas vias, seguido pelo pds-teste
de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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4.4 A INIBICAO DE PDE3 PREVINE INFLAMACAO E DANOS TECIDUAIS NA
SEPSE

No desenvolvimento da sepse, profundas alteragdes inflamatdrias sistémicas
ocorrem, gerando um efeito em cascata que culmina em danos teciduais, mesmo em
tecidos que nao apresentavam o foco primario de infecgdo causador da doenca.

Vinte e quatro horas apos o procedimento de CLP observou-se através de
analise histopatologica do pulm&o que os animais dos grupos sham veiculo e sham
cilostazol apresentaram normalidade na histologia no tecido (Fig. 12A e 12B). Porém
os animais do grupo CLP veiculo apresentam aumento na espessura dos septos
alveolares e presencga de células leucocitarias que migraram ao tecido (Fig. 12C) e os
animais do grupo CLP cilostazol apresentam uma menor extensao desses danos
teciduais, embora eles ainda estejam presentes (Fig. 12D). A protecédo gerada ao
tecido através da inibicao de PDE3 foi medida através de escore semiquantitativo de
danos que apontou para um aumento na pontuagcéo de danos na sepse e prevengao
desse aumento com o tratamento (Fig. 12E, p<0,05). Observou-se também um
aumento da permeabilidade vascular no pulmdo dos animais séptico através da
analise de extravasamento do corante azul de Evans e o cilostazol preveniu de forma
nao estatisticamente significativa esse aumento (Fig. 12F, CLP veiculo 1,66 + 0,28 e
CLP cilostazol 0,95 £ 0,11, p=0,08). A analise da atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO) no pulméao evidenciou o aumento da migracao leucocitaria, destacando-se os
neutréfilos ao tecido e a inibicdo de PDE3 preveniu de forma significativa essa
migragao celular (Fig. 12G, CLP veiculo 4,15 £ 1,59 e CLP cilostazol 0,47 + 0,13
DO/mg de proteina, p<0,05).

Foram avaliados nos tempos de doze e vinte quatro horas apds o
procedimento cirurgico alguns parametros relacionados ao estresse oxidativo. Os
niveis da atividade da enzima catalase (CAT) ndo se alteraram durante a doencga (Fig.
12H). Porém, observou-se um aumento na atividade da enzima superéxido dismutase
(SOD) doze horas apdés o CLP e o tratamento com cilostazol preveniu de forma
significativa esse aumento (Fig. 12I, CLP veiculo 0,10 £ 0,01 e CLP cilostazol 0,07 +
0,01 U/mg de proteina, p<0,05). A atividade de SOD foi maior em todos os grupos no
tempo de vinte e quatro horas comparado ao tempo anterior de doze horas, entretanto,
nao se observou alteragao entre os grupos nesse tempo mais tardio (Fig. 8L). Apesar

da alteracao da atividade de SOD, observou-se que no tempo de vinte e quatro horas,
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Figura 12. Efeito da inibicdio da PDE3 em marcadores de dano tecidual, inflamacgao,
permeabilidade vascular e dano oxidativo no pulmdo. Os animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico de CLP ou sham e seis h depois receberam o tratamento com cilostazol (15
mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem). Grupos independentes foram
eutanasiados nos tempos de doze e vinte e quatro horas apés o procedimento cirtrgico e o tecido do
pulmao foi coletado para diferentes analises. No tempo de vinte e quatro horas, foram feitas
fotomicrografias representativas da arquitetura pulmonar normal nos grupos sham veiculo (A) e sham
cilostazol (B), fotomicrografias contendo alteragdes histoldgicas, com aumento da espessura do septo
alveolar e infiltragdo leucocitaria no grupo CLP veiculo (C) e fotomicrografias contendo prevengao de
parte dos danos histolégicos no grupo CLP cilostazol (D). A barra de escala representa 100 um
(coloragdo de hematoxilina-eosina, ampliagdo de 200x). As imagens foram analisadas por escore
semiquantitativo de danos (E). Foram avaliados também o extravasamento do azul de Evans (F) e
atividade de mieloperoxidase (G). Nos tempos de doze e vinte e quatro horas foram analisados catalase
(H), superoxido dismutase (1) e hidroperéxido lipidico (J). No painel E, cada ponto representa um animal
individual, a linha representa a mediana % intervalo interquartil, n=5 animais/grupo. Nos painéis F-J,
cada ponto representa um animal individual, a linha representa a média £ EPM, n=6-10 animais/grupo.
Os dados do painel E foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo p6s teste de Dwass-
Steel-Critchlow-Fligner Dunn, os dados restantes (F-M) foram analisados por analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguido pelo pos teste de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01.

Vinte e quatro horas apds o procedimento de CLP o tecido cardiaco nos
animais dos grupos sham veiculo e sham cilostazol apresentaram normalidade na
analise histopatoldgica (Fig. 13A e 13B). Embora os animais dos grupos CLP veiculo
e CLP cilostazol ndo apresentaram sinais de danos relacionados a formagao de
fiborose, em alguns animais foram observadas alteracbes nos cardiomiocitos
relacionadas a ocorréncia de degeneracao hialina (Fig. 13C e 13D), esse tipo de
alteracao celular sera melhor explorado em figuras a seguir nesse documento (Fig. 17
e 18). A sepse causou 0 aumento da permeabilidade vascular apontado pelo aumento
do extravasamento do corante azul de Evans no tecido cardiaco (Fig. 13E, sham
veiculo 0,12 + 0,03, CLP veiculo 0,33 £ 0,04 e CLP cilostazol 0,30 + 0,05 ng/mg de
tecido, p<0,05). Os animais do grupo CLP veiculo apresentaram um aumento nao
significativo na atividade de MPO (Fig. 13F, sham veiculo 1,18 + 0,23 e CLP veiculo
2,14 + 0,24 DO/mg de proteina, p=0,05), porém nos animais do grupo CLP cilostazol
esse aumento foi significativo (Fig. 13F, sham cilostazol 1,32 £ 0,12 e CLP cilostazol
3,46 + 0,91 DO/mg de proteina, p<0,01). Os parédmetros de estresse oxidativo no
coragao nao apresentaram alteragdes nos tempos de doze e vinte e quatro horas apds
o CLP entre os grupos (Fig. 13G — 13l). Entretanto, observou-se uma maior atividade
de SOD (Fig. 13H) e um menor nivel de hidroperéxido lipidico (Fig. 13l) em todos os

grupos no tempo de vinte e quatro horas.
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Figura 13. Efeito da inibicio da PDE3 em marcadores de dano tecidual, inflamacgao,
permeabilidade vascular e dano oxidativo no coragdo. Os animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico de CLP ou sham e seis h depois receberam o tratamento com cilostazol (15
mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem). Grupos independentes foram
eutanasiados nos tempos de doze e vinte e quatro horas apds o procedimento cirurgico e o tecido do
coragao foi coletado para diferentes analises. No tempo de vinte e quatro horas, foram feitas
fotomicrografias representativas da arquitetura normal do coragédo nos grupos sham veiculo (A) e sham
cilostazol (B), fotomicrografias contendo alteragbes histolégicas de degenerescéncia hialina dos
cardiomiécitos nos grupos CLP veiculo (C) e CLP cilostazol (D). A barra de escala representa 100 um
(coloragdo de hematoxilina-eosina, ampliagao de 200x). Foram avaliados também o extravasamento
do azul de Evans (E) e atividade de mieloperoxidase (F). Nos tempos de doze e vinte e quatro horas
foram analisados catalase (G), superoxido dismutase (H) e hidroperéxido lipidico (1). Nos painéis E-I,
cada ponto representa um animal individual, a linha representa a média £ EPM, n=6-10 animais/grupo.
Os dados foram analisados por analise de varidncia (ANOVA) de duas vias, seguido pelo pos teste de
Bonferroni. *p<0,05.

Apos vinte e quatro horas do procedimento de CLP, a analise histopatoldgica
do rim apontou normalidade tecidual na regidao do cértex renal (Fig. 14A — 14D).
Porém, semelhante ao ocorrido em outros tecidos, o rim apresentou aumento da
permeabilidade vascular de acordo com a analise do extravasamento do corante azul
de Evans (Fig. 14E, sham veiculo 0,56 + 0,07, CLP veiculo 0,94 + 0,09 e CLP cilostazol
1,07 £ 0,19 ng/mg de tecido, p<0,05) e aumento de forma n&o significativa na atividade
de MPO nos animais do grupo CLP veiculo (Fig. 14F, sham veiculo 0,37 + 0,048 e
CLP veiculo 0,55 + 0,045 DO/mg de proteina, p=0,07). O tratamento com cilostazol
ndo preveniu 0 aumento da permeabilidade vascular nos animais sépticos (Fig. 14E).

Doze horas apés o CLP, os animais sépticos apresentaram aumento
significativo na atividade da CAT (Fig. 14G, sham veiculo 0,97 + 0,19 e CLP veiculo
2,83 + 0,60, p<0,05), porém esse aumento nao foi observado vinte e quatro horas
apos a cirurgia (Fig. 14G). Apesar disso, observou-se uma menor atividade de CAT
nos animais do grupo CLP cilostazol, quando comparado ao mesmo grupo no tempo
de doze horas (Fig. G, p<0,001). Nao foram observadas alteragdes na atividade de
SOD entre os grupos em cada tempo (Fig. 10H), porém houve uma menor atividade
de SOD no tempo de vinte e quatro horas em todos os grupos analisados quando
comparado ao tempo de doze horas (Fig. H, p<0,05). Ainda, foi observado nos animais
sépticos um aumento significativo dos niveis de hidroperéxido lipidico doze horas apos
o CLP (Fig. 14l, sham veiculo 0,50 + 0,02 e CLP veiculo 0,59 £ 0,02 pM/min/mg de
proteina, p<0,05) e normalizagao apds vinte e quatro horas (Fig. 14l), apesar disso,
identificou-se um menor nivel de hidroperoxido lipidico em todos os grupos no tempo

de vinte e quatro horas. O tratamento com cilostazol ndo preveniu o aumento da
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atividade de CAT e hidroperdxido lipidico nos animais sépticos doze horas apds o CLP
(Fig. 14G e I).
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Figura 14. Efeito da inibicio da PDE3 em marcadores de dano tecidual, inflamacgao,
permeabilidade vascular e dano oxidativo no rim. Os animais foram submetidos ao procedimento
cirurgico de CLP ou sham e seis h depois receberam o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem)
ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem). Grupos independentes foram eutanasiados nos
tempos de doze e vinte e quatro horas apds o procedimento cirargico e o tecido do rim foi coletado para
diferentes analises. No tempo de vinte e quatro horas, foram feitas fotomicrografias representativas da
arquitetura normal do rim nos grupos sham veiculo (A), sham cilostazol (B), CLP veiculo (C) e CLP
cilostazol (D). A barra de escala representa 100 um (coloragdo de hematoxilina-eosina, ampliagdo de
200x). Foram avaliados também o extravasamento do azul de Evans (E) e atividade de mieloperoxidase
(F). Nos tempos de doze e vinte e quatro horas foram analisados catalase (G), superdxido dismutase
(H) e hidroperdéxido lipidico (I). Nos painéis E-I, cada ponto representa um animal individual, a linha
representa a média + EPM, n=6-10 animais/grupo. Os dados foram analisados por analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguido pelo pos teste de Bonferroni. *p<0,05.

4.5 A SEPSE REDUZ OS NUCLEOTIDEOS CIiCLICOS SEM ALTERAR OS NiVEIS
PROTEICOS DE PDE3A E A INIBICAO DESSA ENZIMA AUMENTA OS NIVEIS DE
cAMP

Durante a sinalizacao celular mediada por diferentes ligantes a receptores ou
outros alvos celulares, determinados mediadores de sinalizagdo s&o produzidos,
destacamos aqui os nucleotideos ciclicos (CAMP e cGMP) que sao elementos-chave
na mediagdo e amplificagdo de algumas respostas celulares mediadas por alguns
ligantes, levando a ativagdo de determinados alvos moleculares, com destaque as
proteinas cinases A (PKA) e G (PKG). Durante a sepse, muitas vias de sinalizagao
acabam sendo impactadas em diferentes pontos, levando a uma perturbacdo do
equilibrio na sintese e agao dos nucleotideos ciclicos. Nos tempos de doze e vinte e
quatro horas ap6s o procedimento cirurgico de CLP, a sepse nao causou alteracao na
concentracao plasmatica de cAMP (Fig. 15A e 15C), porém a inibicao de PDE3 nos
animais sépticos aumentou significativamente os niveis cAMP (Fig. 15A, CLP veiculo
12,69 £ 1,61 e CLP cilostazol 25,11 + 4,64 pmol/mL, p<0,05; interacdo entre
procedimento e tratamento p=0,046). Esse efeito ndo foi mais observado no tempo de
vinte e quatro horas (Fig. 15C). Ja a concentragao plasmatica de cGMP esteve
reduzida nos animais sépticos nos tempos de doze e vinte e quatro horas apés o CLP
e o tratamento com cilostazol n&o alterou esses niveis (Fig. 15B, p<0,001 e 15D,
p<0,01).

A determinacg&o dos niveis plasmaticos dos nucleotideos ciclicos € bastante
importante, porém a concentracdo plasmatica desses sinalizadores resulta da

producao e liberagao pelas diferentes células e tecidos do organismo como um todo,
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portanto para avaliarmos cada contexto tecidual, nés determinamos os niveis de
cAMP e cGMP em alguns tecidos alvo nesse estudo.

Doze horas apds o procedimento de CLP nao foram observadas alteragdes
nos niveis teciduais de cAMP e cGMP no pulmé&o (Fig. 15E e 15F), aorta toracica (Fig.
151 e 15J) e musculo tibial anterior (Fig. 15K e 15L). Entretanto, no coragcdo dos
animais sépticos observou-se uma redugado nos niveis de cAMP (Fig. 15G, sham
veiculo 133,10 £ 6,90 e CLP veiculo 91,60 + 10,52 pmol/mg de proteina, p<0,05) e
cGMP (Fig. 15H, sham veiculo 7,80 £ 0,79 e CLP veiculo 4,89 + 0,31 pmol/mg de
proteina, p<0,05). Os animais sépticos que receberam tratamento com cilostazol nao
apresentaram reducao nos niveis de cAMP no coragao (Fig. 15G, sham cilostazol
116,8 £ 10,18 e CLP cilostazol 117,9 £ 8,83 pmol/mg de proteina, p>0,05) e
apresentaram aumento nos niveis de cAMP no musculo tibial anterior (Fig. 15K, CLP
veiculo 50,71 £ 3,96 e CLP cilostazol 69,83 + 5,77 pmol/mg de proteina, p<0,05;

interacdo entre procedimento e tratamento p=0,029).
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Niveis plasmaticos dos nucleotideos ciclicos 12 e 24 h apés a cirurgia
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Figura 15. Efeito da sepse e da inibicdo de PDE3 nos niveis plasmaticos e teciduais de cAMP e
cGMP. Os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico de CLP ou sham e seis h depois
receberam o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg,
gavagem). Grupos independentes foram eutanasiados nos tempos de doze e vinte e quatro horas apos
o procedimento cirurgico, obtendo-se o plasma para determinacdo de cAMP (A e C) e cGMP (B e D).
Exclusivamente no tempo de doze horas foram coletados os tecidos e determinado os niveis de cAMP
e cGMP no pulméo (E e F), coracéo (G e H), aorta toracica (I e J) e musculo tibial anterior (K e L). Nos
painéis A-L, cada ponto representa um animal individual, a linha representa a média + EPM, n=10
animais/grupo. Os dados foram analisados por analise de varidncia (ANOVA) de duas vias, seguido
pelo pos teste de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01.



83

Os niveis teciduais e plasmaticos dos nucleotideos ciclicos sofrem influéncia
de vias de sinalizagdo e enzimas que levam a sua produgao, porém de forma mais
eficaz de controle, sofrem influéncia das enzimas responsaveis pela sua degradagao
e inativacdo, as enzimas fosfodiesterases (PDEs), entre elas a familia PDE3 que é
capaz de controlar a degradagao de ambos, porém majoritariamente de cAMP.

A sepse e a inibicdo enzimatica n&do resultaram em mudangas no nivel
proteico total de PDE3A no coracédo e aorta toracica vinte e quatro horas apds o
procedimento de CLP determinados pela técnica de Western blotting (Fig. 16A e 16B).
Foi avaliado também o nivel de fosforilagao da proteina PDE3A no aminoacido serina
312 em diferentes tempos ao longo das vinte e quatro horas apds o procedimento de
CLP. De forma unica nesse estudo, para a analise do conteudo proteico de PDE3A
fosforilada, os animais sépticos foram comparados aos animais naive que nao foram
submetidos a nenhum procedimento ou tratamento. Da mesma forma que ocorreu
com o nivel total de PDE3A, o nivel de fosforilagao da proteina permaneceu inalterado

durante a sepse no coragéao e aorta toracica (Fig. 16C e 16D).
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Figura 16. Efeito da sepse e da inibicdo de PDE3 nos niveis proteicos da porgao total de PDE3A
e fosforilada (Ser312) de PDE3A. Os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico de CLP ou
sham e seis h depois receberam o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de
amendoim, 1 ml/kg, gavagem). Grupos independentes foram eutanasiados nos tempos de trés, seis,
doze e vinte e quatro horas apds o procedimento cirurgico, obtendo-se tecidos do coracdo e aorta
toracica para determinar os niveis totais da proteina PDE3A no coragéo (A) e aorta toracica (B) no
tempo de vinte e quatro horas. Ja os niveis proteicos da porgéo fosforilada (Ser312) de PDE3A foram
determinados no coragéo (C) e aorta toracica (D) em diferentes tempos ao longo de vinte e quatro
horas. Western blotting representativo das proteinas PDE3A e porgéo fosforilada (Ser312) de PDE3A,
as proteinas GPDH e B-actina foram utilizadas como controle carga proteica e as analises
densitométricas s&o apresentadas como pontos que representam cada animal independe + EPM nos
painéis A-D, n=6-8 animais/grupo. Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de
duas vias, seguido pelo pds teste de Bonferroni.

PDES3A: fosfodiesterase 3A; pPDE3A (Ser312): fosfodiesterase 3A fosforilada no aminoacido serina
312.
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4.6 A SEPSE CAUSA DANOS HISTOPATOLOGICOS NO CORACAO E A INIBICAO
DE PDE3 AGRAVA AS LESOES

Durante a sepse profundas alteragcbes inflamatorias e hemodinamicas
ocorrem, propiciando o desenvolvimento da faléncia cardiovascular que precede e
favorece a extensao de danos multiorganicos que afetam todo o organismo. O coragao
€ um o6rgao central durante a faléncia cardiovascular, recebendo influéncias de
diversos mediadores pro-inflamatorios e sinalizadores como catecolaminas
enddgenas que aumentam o trabalho cardiaco e a demanda energética durante a fase
hiperdinamica da sepse, 0 que pode gerar danos teciduais permanentes.
Demonstramos em figuras anteriores que os animais sépticos apresentaram redugao
na pressao arterial, aumento na frequéncia cardiaca, aumento na permeabilidade
vascular e na migracao de neutrofilos ao tecido cardiaco, além de uma reducéo no
nivel de cAMP e indicios de danos histologicos no tecido. Portanto, analises mais
detalhadas de histopatologia e imunomarcagbes no tecido cardiaco serao
demonstradas a seguir.

Vinte e quatro horas apos o procedimento de CLP a analise histopatoldgica
do coracao foi feita através de cegamento e analisadores distintos. Foi observado que
0s animais do grupo sham veiculo apresentaram normalidade na histopatologia
cardiaca por coloracdo de hematoxilina e eosina (HE) tanto de cardiomiécitos (Fig.
17A e 17D) quanto de coronarias (Fig. 17G e 17J). Porém, os animais sépticos que
receberam o tratamento com veiculo apresentaram na regido de cardiomidcitos
alteracdes histopatolégicas de células exibindo citoplasma hiperacidéfilo, hialino e
homogéneo, sem sinais de estriagdo caracteristica e nucleo condensado e
hipercromatico, sugestivo de degeneracao hialina (Fig. 17B e 17E), porém sem
alteracao aparente em coronarias (Fig. 17H e 17K). As alteragbes em cardiomidcitos
foram mais intensas e perceptiveis nos animais do grupo CLP cilostazol (Fig. 17C e
17F) porém também apresentaram normalidade na regido das coronarias (Fig. 171 e
17L). Analisou-se nas coronarias as medidas de espessura da camada muscular (Fig.
17M), camada adventicia (Fig. 17N), didmetro do lumen das coronarias (Fig. 170) e
obteve-se a relacdo entre a camada muscular e adventicia (Fig. 17P) e a relacao entre
limen e camada muscular (Fig. 17Q) onde verificou-se a auséncia de alteragdes

aparentes no estado contratii desses vasos na sepse. Nessas imagens de
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histopatologia também foi verificado a auséncia de sinais caracteristicos de inicio do

desenvolvimento de fibrose cardiaca.
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Figura 17. Efeito da sepse e da inibicido de PDE3 em danos histolégicos em cardiomiécitos e
coronarias. Os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico de CLP ou sham e seis h depois
receberam o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg,
gavagem). Vinte e quatro horas apds o procedimento cirirgico os animais foram eutanasiados e o
tecido do coragéao foi coletado e foram feitas fotomicrografias representativas da arquitetura normal dos
cardiomidcitos e coronarias no grupo sham veiculo (A, D, G e J) e fotomicrografias contendo alteragbes
histologicas de degenerescéncia hialina nos cardiomiécito e normalidade em coronarias nos grupos
CLP veiculo (B, E, H e K) e CLP cilostazol (C, F, | e L). A barra de escala representa 25 ym (coloragao
de hematoxilina-eosina, ampliacdo de 200x e 400x). A camada muscular e adventicia das coronarias
foram medidas obtendo-se a espessura da camada muscular (M), camada adventicia (N), didmetro do
limen das coronarias (O), relagdo da camada muscular/camada adventicia (P) e relagdo do lumen /
camada muscular (Q). Cada ponto representa um animal individual, a linha representa a média £ EPM,
n=5 animais/grupo. Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de um via, seguido
pelo pos teste de Bonferroni.
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A coloragdo de acido periodico de Schiff evidenciou a positividade na
coloragao para a presenca de degeneragao mucinosa nos cardiomiocitos (Fig. 18A,
18B e 18C) e coronarias (Fig. 18D, 18E e 18F) em todos os grupos, uma caracteristica
fisiologica que pode ser relacionada a idade dos animais. A coloragéo de tricrémico
de Masson (Fig. 18G — 18L) nao apontou sinais de danos e reforgou a auséncia de

sinais de fibrose cardiaca observada na coloragao de HE.

Acido Periddico de Schiff (PAS)
CLP veiculo

Sham veiculo_

Cardiomidcitos

Coronarias

Tricrdmico de Masson
CLP veiculo

Cardiomidcitos

Coronarias

Figura 18. Efeito da sepse e da inibicido de PDE3 em danos histolégicos em cardiomiécitos e
coronarias. Os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico de CLP ou sham e seis h depois
receberam o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de amendoim, 1 mi/kg,
gavagem). Vinte e quatro horas apds o procedimento cirirgico os animais foram eutanasiados e o
tecido do coragéo foi coletado e foram feitas fotomicrografias representativas da arquitetura dos
cardiomiécitos e coronarias exibindo degenerescéncia mucinosa/basofilica nos cardiomiécito e
normalidade em coronarias e auséncia de sinais de fibrose nos grupos sham veiculo (A, D, G e J), CLP
veiculo (B, E, H e K) e CLP cilostazol (C, F, | e L). A barra de escala representa 25 ym (coloragéo de
acido periddico de Schiff A-F e coloragao de tricromio de Masson G-L, ampliagao de 200x).



88

4.7 A SEPSE CAUSA INFLAMACAO CARDIACA E A INIBICAO DE PDE3A
PROTEGE EM PARTES O TECIDO

A sepse comumente afeta o funcionamento cardiaco, tanto de forma aguda
quanto a longo prazo através de mudangas hemodindmicas e inflamatérias que
ocorrem na doenga e que acabam afetando o 6rgao.

De forma complementar ao ensaio western blotting, foi analisado através da
técnica de imuno-histoquimica a imunomarcacdo para a proteina PDE3A total e
pPDE3A (Ser312) que corresponde a sua fragao fosforilada no aminoacido Ser312 no
tempo de vinte e quatro horas apds a cirurgia de CLP.

Foi observado que a sepse e a inibicio de PDE3 n&o alteraram a
imunomarcacao tanto para PDE3A nas regides de cardiomiécitos (Fig. 19A — 19D) e
coronarias (Fig. 19E — 19H) quando para a pPDE3A (Ser312) em cardiomidcitos (Fig.
191 — 19L) e coronarias (Fig. 19M — 19P). Além disso, o perfil das imunomarcacoes
nas diferentes fotomicrografias demonstra a presenca de forma difusa
intracelularmente dessas proteinas nos cardiomiécitos € na camada muscular das

coronarias.
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Figura 19. Efeito da sepse e da inibicdo de PDE3 na imunomarcacgao da porgao total de PDE3A
e fosforilada (Ser312) de PDE3A no coragdo. Os animais foram submetidos ao procedimento
cirargico de CLP ou sham e seis h depois receberam o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem)
ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem). Vinte e quatro horas apds o procedimento cirdrgico
0s animais foram eutanasiados e o tecido do coragéao foi coletado e analisado por imuno-histoquimica
com marcagao para a proteina PDE3A na regido de cardiomiocitos (A-C) e coronarias (E-G), porgao
fosforilada (Ser312) de PDE3A em cardiomiocitos (I-K) e coronarias (M-O). A barra de escala
representa 25 pm (ampliagdo de 200x). Através de controle negativo de reagcdo (Q e R) a
imunomarcacao foi quantificada e representada nos painéis D, H, L e P, onde cada ponto representa
um animal individual, a linha + EPM, n=5 animais/grupo. Os dados foram analisados por analise de
variancia (ANOVA) de um via, seguido pelo pos teste de Bonferroni.

PDE3A: fosfodiesterase 3A; pPDE3A (Ser312): fosfodiesterase 3A fosforilada no aminoacido serina
312.
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Durante a sepse ocorre 0 aumento da sintese de 6xido nitrico (NO), sendo
esse um importante mediador da resposta vasodilatadora na doenga. O NO é
sintetizado por trés diferentes isoformas de enzimas denominadas de Oxido nitrico
sintase (NOS). Avaliamos através a imunomarcacéo para duas diferentes isoformas
de NOS - NOS3 (6xido nitrico sintase 3 ou endotelial) amplamente expressa em
células endoteliais e NOS2 (6xido nitrico sintase 2 ou induzida) que comumente tem
sua expressao e atividade aumentada durante eventos infecciosos e/ou inflamatdrios.

Foi observado que a imunomarcacao para NOS3 nao se alterou durante a
sepse e nao sofreu influéncia da inibigdo de PDE3 em cardiomidcitos (Fig. 20A — 20D)
e coronarias (Fig. 20E — 20H). Porém, a imunomarcacao para NOS2 na regidao de
cardiomidcitos aumentou na sepse e a inibigdo de PDE3 impediu de forma significativa
esse aumento em cardiomiocitos (Fig. 201 — 20L, CLP veiculo 15,59 £ 3,27 e CLP
cilostazol 3,04 % 0,34, p<0,05). A imunomarcagdo na regido das coronarias
demonstrou que somente os animais septicos que néo receberam o inibidor de PDE3
apresentaram aumento significativo na imunomarcacéo para NOS2 (Fig. 20M — 20P,
sham veiculo 5,49 + 1,53 e CLP veiculo 17,57 + 2,86 % da area total, p<0,05).
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Figura 20. Efeito da sepse e da inibicao de PDE3 na imunomarcagcdo de NOS3 e NOS2 no
coragao. Os animais foram submetidos ao procedimento cirirgico de CLP ou sham e seis h depois
receberam o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem) ou veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg,
gavagem). Vinte e quatro horas ap6s o procedimento cirdrgico os animais foram eutanasiados e o
tecido do coragéo foi coletado e analisado por imuno-histoquimica com marcagao para as proteinas
NOS3 na regido de cardiomidcitos (A-C) e coronarias (E-G), NOS2 em cardiomidcitos (I-K) e coronarias
(M-0O). A barra de escala representa 25 ym (ampliagao de 200x). Através de controle negativo de reagéo
(Q e R) a imunomarcacéo foi quantificada e representada nos painéis D, H, L e P, onde cada ponto
representa um animal individual, a linha £ EPM, n=5 animais/grupo. Os dados foram analisados por
analise de variancia (ANOVA) de um via, seguido pelo pos teste de Bonferroni. *p<0,05.

NOS3: Oxido nitrico sintase 3 ou endotelial; NOS2: Oxido nitrico sintase 2 ou induzida.
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Durante a resposta inflamatdria que ocorre na sepse outro sinalizador celular
que sofre modulagdo em sua produgcdo e sinalizagdo celular € a molécula de
adenosina, mediando vasoconstricdo e/ou vasodilatacdo a depender do subtipo de
seu receptor expresso no tecido e leito vascular, além de exercer um efeito
imunomodulador a longo prazo em sobreviventes da sepse. Além disso, ha evidéncias
na literatura que demonstram que o cilostazol além de ser um inibidor seletivo de
PDE3 exibe a capacidade de inibir a captacdo de adenosina, aumentando os niveis
intersticiais desse sinalizador, que pode atuar de forma sinérgica a inibicdo de PDE3
e aumentar os niveis de cAMP tecidual.

Os niveis de adenosina no intersticio resultam de sua produgcao a partir da
hidrélise do ATP e de sua captacéao para o interior da célula através de transportadores
celulares. A imunomarcacgao do transportador equilibrativo de nucleosideos tipo 1
(ENT1) - responsavel pelo transporte equilibrativo intra/extracelular de moléculas
como a adenosina - demonstrou que o seu conteudo proteico reduziu na sepse € a
inibicdo de PDE3 impediu de forma significativa essa redug¢ao nos cardiomiocitos (Fig.
21A — 21D, Sham veiculo 78,90 + 4,50, CLP veiculo 52,77 + 5,63 e CLP cilostazol
78,31 £ 7,72 % da érea total, p<0,05), porém a doenga e o tratamento com cilostazol
nao alteraram a imunomarcacgao nas coronarias (Fig. 21E — 21H). De forma contraria,
foi observado que a imunomarcagao para o receptor de adenosina do subtipo Aza
aumentou de forma significativa nos cardiomiécitos durante a sepse em animais que
nao receberam o inibidor de PDE3 (Fig. 211 — 21L, sham veiculo 9,47 + 1,06 e CLP
veiculo 22,87 + 4,29 % da area marcada, p<0,05) e nao foram observadas mudancas
na regido das coronarias (Fig. 21M — 21P). Além da imunomarcacgao tecidual do
receptor e transportador de adenosina, doze horas apés o CLP realizamos a
determinacao dos niveis plasmaticos de adenosina na tentativa de reportar mudancas
nos niveis desse sinalizador. Nao foram observadas alteracbes nos niveis de
adenosina plasmatica no tempo analisado decorrentes da sepse ou do tratamento
com cilostazol (Fig. 21S, sham veiculo 2,01 + 0,38, CLP veiculo 2,53 + 0,46 e CLP
cilostazol 2,14 £ 0,28 uM, p>0,05).
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Figura 21. Efeito da sepse e da inibicdo de PDE3 na imunomarcacgao de ENT1 e A2a no coragdo
e nos niveis plasmaticos de adenosina. Os animais foram submetidos ao procedimento cirirgico de
CLP ou sham e seis h depois receberam o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem) ou veiculo
(6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem). Vinte e quatro horas apés o procedimento cirdrgico os animais
foram eutanasiados e o tecido do coragéo foi coletado e analisado por imuno-histoquimica com
marcagao para as proteinas ENT1 na regido de cardiomiécitos (A-C) e coronarias (E-G), A2a em
cardiomiécitos (I-K) e coronarias (M-O). A barra de escala representa 25 ym (ampliagdo de 200x).
Através de controle negativo de reagéo (Q e R) a imunomarcagéo foi quantificada e representada nos
painéis D, H, L e P, onde cada ponto representa um animal individual, a linha £ EPM, n=5 animais/grupo.
Um grupo individual de animais foi submetido aos procedimentos e tratamentos mencionados acima,
porém sendo eutanasiados no tempo de doze horas apos a cirurgia, obtendo-se o plasma para a
determinagéo dos niveis circulantes de adenosina (S), cada ponto representa um animal independente,
n=10 animais/grupo. Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de um via, seguido
pelo pds teste de Bonferroni. *p<0,05.

ENT1: Transportador equilibrativo de nucleosideos tipo 1; A2a: Receptor de adenosina do tipo Aza.
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48 A SEPSE COMPROMETE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA SINTESE,
SINALIZAGAO E CONTENGCAO EM MICRODOMINIOS DOS NUCLEOTIDEOS
CICLICOS NO CORACAO

Uma analise de RNAseq a partir de um estudo de bioinformatica avaliando-se
85 genes no tecido cardiaco a partir de dados publicos, apontou para um perfil de
expressao diferencial de 12 genes em pelo menos um tempo analisado ao longo do
desenvolvimento da sepse. Comparando-se dados obtidos dos grupos sham e CLP,
podemos observar que genes relacionados as proteinas upstream adenilil ciclase
(Adcy6 e Adcy7) estdo reduzidos no tempo de doze horas nos animais sépticos,
podendo impactar no conteudo dessa enzima de sintese da molécula de cAMP (Fig.
22, p<0,05). Também no tempo de doze horas se observa uma redugéo no gene
relacionado ao receptor B1-adrenérgico nos animais sépticos, podendo levar a uma
menor densidade desse receptor no coragdo e um menor estimulo de sintese do
cAMP (Fig. 22, p<0,05). Ja os genes relacionados as proteinas de ancoragem de A-
cinase (AKAP, do inglés A-kinase anchor proteins), apresentaram redu¢ao no tempo
de doze horas relacionados aos genes Akap1 e Akap6 e um aumento do gene Akap12
no tempo de seis horas apds o CLP nos animais sépticos (Fig. 22, p<0,05). Alteracoes
em genes relacionados a essas proteinas sdao importantes uma vez que essas
proteinas participam da organizacdo dos microdominios de sinalizagdo dos
nucleotideos ciclicos. Houve também no tempo de doze horas redugédo do gene Arrb1
relacionado a proteina (B-arrestina, importante na internalizacdo de receptores, além
de se observar uma reducao do gene Nos2 relacionado a enzima NOS2 (Fig. 22,
p<0,05). Entretanto, houve aumento do gene Nos3 nos tempos de seis e doze horas,
sendo relacionado a enzima NOS3, mostrando que a sintese local de NO se altera na
sepse (Fig. 22, p<0,05). Apesar dos genes de PDE3 nao apresentarem expressao
diferencial no coragao durante a sepse, se observou no tempo de doze horas uma
reducao do gene Pded4a e aumento do gene Pde4b nos tempos de seis e doze horas,
sendo esses genes relacionados as isoformas PDE4A e PDE4B, sendo essas
enzimas importantes colaboradores no controle da difusdo de cAMP no coragao
juntamente com as isoformas de PDE3 (Fig. 22, p<0,05). Por fim, observou-se mais
tardiamente no tempo de vinte e quatro horas uma redugdo no gene Ryr3 que se

relaciona a proteina dowstream canal de rianodina (Fig. 22, p<0,05).
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Figura 22. Genes diferencialmente expressos no tecido cardiaco durante a sepse. A partir de um
estudo de bioinformatica, utilizando dados publicos e analisando a expressao diferencial de 85 genes
com base no RNAseq, observou-se ao longo dos tempos de seis, doze e vinte e quatro horas alteracoes
nos genes Adcy6, Adcy7, Adrb1, Akap1, Akap12, Akap6, Arrb1, Nos2, Nos3, Pde4a, Pde4b e Ryr3. Os
dados sdo expressos em mapas de temperatura e valores de fold changes. Os dados expressos como
aumento ou redugao na expressao exibem p<0,05.
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4.9 A ASSOCIAGAO DE ANTIMICROBIANOS E A INIBICAO DE PDE3 PROTEGE
OS ANIMAIS CONTRA A MORTALIDADE INDUZIDA PELA SEPSE

A sepse € uma doenga infeciosa grave que causa altas taxas de mortalidade
na clinica, principalmente em unidades de tratamento intensivo (UTIs), portanto a
analise do desfecho morte é essencial em modelos animais que avaliam propostas de
intervengdes farmacoldgicas na doencga.

Os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico de CLP ou sham e o
percentual de sobrevida foi avaliado ao longo do tempo. Os animais dos grupos sham
veiculo e sham cilostazol conforme esperado ndo apresentaram mortalidade ao longo
das cento e vinte horas. Entretanto, os animais sépticos apresentaram queda na
sobrevida ao longo do tempo, em vinte e quatro horas os animais do grupo CLP
veiculo apresentaram percentual de sobrevida de 51,43%, CLP cilostazol 57,14%,
CLP veiculo + antibidtico 54,29%, CLP cilostazol + antibiético 80,0% e CLP cilostazol
duas doses + antibidtico 71,43%. Ao longo do tempo a taxa de sobrevida foi
diminuindo, principalmente nos grupos que nao receberam antibidtico e apos cento e
vinte horas o percentual de sobrevida no grupo CLP veiculo foi de 22,86%, CLP
cilostazol 28,57%, CLP veiculo + antibidtico 51,43%, CLP cilostazol + antibidtico
62,86% e CLP cilostazol duas doses + antibiético 62,86%. Quando analisado a curva
de sobrevida como um todo ao longo do tempo o fator decisivo para protegédo contra
a mortalidade na sepse foi a insercdo da antibioticoterapia nos animais (Fig. 23A,
p<0,05). O tratamento com o inibidor de PDE3 ndo melhorou de forma significativa a
curva de sobrevida dos animais sépticos (Fig. 23A), porém foi observado uma menor
mortalidade nos grupos que receberam o tratamento em associagao de cilostazol e
antibidtico a partir do tempo de 24 horas apés o CLP (Fig. 23B e 23C)
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Figura 23. Efeito da sepse, da inibicido de PDE3 e de antibiético na sobrevida observada nos
animais ao longo do tempo. Os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico de CLP ou sham
e seis h depois receberam o tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem), veiculo (6leo de
amendoim, 1 ml/kg, gavagem), ou antibiotico (24.000 Ul de penicilina/kg, IM). O percentual de sobrevida
foi obtido ao longo de 120 h ap6s o procedimento cirurgico (A), nos tempos de 24 horas (B) e 48 horas
(C) observa-se a menor ocorréncia de mortalidade nos grupos que receberam o tratamento em
associagao de cilostazol e antibidtico. No painel A, a linha representa a média de cada grupo, n=3
animais/grupos sham e n=35 animais/grupos CLP. Os dados foram analisados pelo teste de log-rank
(Mantel-Cox). *P<0.05.
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Apesar do tratamento com o inibidor de PDE3 nao ter melhorado de forma
significativa a curva de sobrevida nos animais sépticos, foi observado através do teste
exato de Fisher que a associacdo do cilostazol ao antibiético reduziu de forma
significativa o risco do desenvolvimento do desfecho morte no tempo de vinte e quatro
horas (Tabela 4, p=0,04; risco relativo de 0,44 e intervalo de confian¢a de 95% (0,2-
0,89)). Portanto, o inibidor de PDE3 exerceu um efeito protetor no inicio da doenca
nos animais seépticos, momento bastante oportuno pois possibilita a insercao de

ferramentas de suporte hemodinamico e farmacoldgico a esses animais.

Tabela 4. Efeito da associagao da inibicao de PDE3 e do antibiético na sobrevida

dos animais ao longo do tempo

Morte
Grupos (24 h apés a cirurgia) Sim Nao Total
CLP cilostazol + antibiético™” 7 28 35
CLP veiculo + antibiético 16 19 35
Total 23 47 70

Os animais foram submetidos ao procedimento cirirgico de CLP ou sham e seis h depois receberam o
tratamento com cilostazol (15 mg/kg, gavagem), veiculo (6leo de amendoim, 1 ml/kg, gavagem), ou
antibidtico (24.000 Ul de penicilina/kg, IM). Vinte e quatro horas apds a cirurgia, o nimero de mortes
nos grupos CLP veiculo + antibidtico e CLP cilostazol + antibiético foram analisados pelo teste exato
de Fisher. *P=0,04; #risco relativo=0,44, intervalo de confianca de 95% (0,2-0,89).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos que o modelo experimental de sepse utilizado
foi capaz de gerar alteragbes cardiovasculares e inflamatérias sistémicas que
causaram danos organicos verificados em marcadores plasmaticos e teciduais além
de resultar em mortalidade nos animais. O tratamento com cilostazol, um inibidor de
PDE3 resultou na prevencgéo de alguns desfechos inflamatérios, hemodinamicos e
cardiovasculares observados na sepse, destacando-se seu efeito protetor no risco de
mortalidade nos animais no inicio da sepse quando associado a antibioticoterapia.
Adicionalmente, a inibicdo de PDE3 aumentou os niveis plasmaticos e parcialmente
os niveis teciduais de cAMP, nos permitindo pelo menos em parte, associar os
beneficios observados a modulacdo no conteudo intracelular de cAMP nos
microdominios de sinalizagao.

A sepse é uma doenga que resulta de uma complexa resposta imune do
hospedeiro a uma infeccédo. Por conta dessa complexidade, a reproduc¢ao da sindrome
através de modelos experimentais em animais esbarra em muitas particularidades
inerentes a doenga ou ao modelo experimental utilizado. Os modelos atualmente
utilizados podem ser divididos em administragcao de toxinas exdégenas — como por
exemplo o LPS, administracdo de patdgenos viaveis ou ainda a ruptura de barreiras
enddégenas de protegcdo nos animais. Dentre os diferentes modelos, optamos por
utilizar nesse estudo o CLP, que apresenta a capacidade de reproduzir parte das
caracteristicas clinicas da doenga, como progressao da infeccdo, disfungao
cardiovascular, inflamagao e o desenvolvimento de lesdo multiorganica (Dejager et
al., 2011). Apesar disso, o0 modelo assim como os demais apresenta limitagdes,
destacando-se a grande variabilidade observada em diferentes parametros
analisados. Essa variabilidade pode ser oriunda da propria resposta imune observada
nos animais, porém pode receber contribuicdo da regido do ceco em que a ligadura
semi-oclusiva é posicionada onde causa tamanhos distintos de necrose entre os
animais, o proprio conteudo fecal extravasado que pode variar entre os animais,
ocorréncia de sangramentos além da microbiota residente em cada animal (Buras,
Holzmann e Sitkovsky, 2005). Além disso, diferengas observadas entre espécies no
contexto de sinalizagdo celular ndo invalidam, porém exigem maior atengdo na
tentativa de translacao de beneficios farmacoterapéuticos obtidos em modelos

experimentais de sepse para possiveis ensaios clinicos no futuro.
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Neste estudo, utilizamos somente ratos machos, o que por um lado traz
beneficios na diminuigdo da variabilidade biolégica, porém em outro deixa de avaliar
a proposta de intervencdo farmacoldgica em ambos os sexos e isso é importante na
sepse. Atualmente sabe-se que a severidade e o prognodstico da doenga sdo mais
favoraveis no sexo feminino. Os mecanismos de tais diferencas ndo sao
completamente entendidos, porém sabe-se que em machos, os niveis elevados de
testosterona e DHEA medeiam a supressao imune com aumento na severidade e
mortalidade na sepse. Opondo-se a isso, em fémeas, os niveis elevados de estradiol
contribuem para o aumento da sobrevivéncia (Shields, Wang e Cornelius, 2023).
Diante desse fato e da alta variabilidade esperada no modelo de CLP, neste estudo
optamos por utilizar somente animais machos, pois em decorréncia da maior protecéo
hormonal em fémeas, seria esperado menor gravidade e mortalidade do modelo
nesse sexo, exigindo ajustes de n amostral ou intensidade no modelo para padronizar
a mesma gravidade em ambos 0s sexos.

As disfung¢des organicas causadas pela sepse sao bastante intensas e advém
de alteracdes em diferentes vias de sinalizagdo. Dados da literatura demonstram que
a sepse pode perturbar em diferentes pontos o processo de transducdo de sinal
mediado pelos nucleotideos ciclicos, cAMP e cGMP. Tanto as vias que levam a
sintese de nucleotideos ciclicos — receptores acoplados a proteina Gs, enzimas AC e
GC, quanto seus alvos de acdo — PKA, PKG, canais operados por nucleotideos
ciclicos ou ainda PDEs sao afetados levando a uma alteracéo nos niveis intracelulares
desses sinalizadores dentro de seus microdominios de sinalizacdo (Neviere et al.,
2016; Thangamalai et al., 2013). As enzimas PDEs sao responsaveis pela inativacao
de nucleotideos ciclicos, diminuindo sua difusdo e agdo nos microdominios de
sinalizacdo (Kokkonen e Kass, 2017). Frente a intensa atividade enzimatica das
PDEs, propostas de modulagao farmacolégica nos niveis de nucleotideos ciclicos sao
mais atraentes tendo essas enzimas como alvo (Maurice et al., 2014). Entretanto, a
inibicdo global de PDEs é um grande desafio, pois causa uma elevagao acentuada
dos nucleotideos ciclicos em muitos microdominios distintos, podendo inclusive
destruir a organizacao de microdominios de contencéo dos nucleotideos ciclicos, isso
desencadearia a ativacao de forma acentuada de vias dependentes da fosforilacao de
PKA e PKG. Para evitar isso e possibilitar o uso clinico da inibicdo de PDEs, ha
inibidores seletivos de familias distintas, possibilitando uma modulagao racional e

restrita de nucleotideos ciclicos (Kamel et al., 2023). Dados prévios do nosso grupo
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de pesquisa demonstraram que a inibicdo de PDE5 em um modelo experimental de
sepse apresentou efeitos anti-inflamatérios e melhora na perfusdo tecidual,
diminuindo a ocorréncia de lesdo multiorgénica (Kovalski et al., 2017). A PDE5
degrada exclusivamente cGMP, ja no presente estudo a proposta de intervengéo
farmacoldgica foi a inibicdo da enzima PDE3 que apresenta atividade enzimatica dual,
degradando cAMP e cGMP, porém preferencialmente cAMP (Baillie, Tejeda e Kelly,
2019). O cilostazol € um inibidor seletivo de PDE3 com um bom perfil de eficacia e
seguranga, estando disponivel para uso clinico no tratamento da doenga arterial
periférica. Ao aumentar os niveis de cAMP o cilostazol exibe uma ampla gama de
efeitos, como inibicdo na agregacao plaquetaria, vasodilatagdo, aumento no trabalho
cardiaco, efeitos antiproliferativos, atenuacdo de isquemia e reperfusédo
(Chancharoenthana et al., 2017; Colman, 2004). Além disso, o farmaco possui muitos
efeitos pleiotrépicos que vém sendo explorados, como por exemplo os efeitos anti-
inflamatdrios, antioxidante e cardioprotetor (Chattipakorn et al., 2014; Motta, da e
Brito, de, 2016; Tawfik, EI-Kherbetawy e Makary, 2018). Como a sepse é causada por
uma reposta inflamatéria sistémica onde observam-se profundas alteragdes
hemodinamicas, metabdlicas e cardiovasculares que causam lesées multiorganicas,
esses efeitos positivos da inibicdo de PDE3 pelo cilostazol se mostram de grande
interesse e por isso foram explorados nesse estudo.

Foram avaliados diferentes parametros nos animais que comprovam que o
modelo experimental foi capaz de reproduzir caracteristicas esperadas no
desenvolvimento da doenca, como alteracbes cardiovasculares, inflamatdrias,
mortalidade, entre outros.

Dentre os parametros avaliados, observou-se que 0s animais sépticos
apresentaram aumento no escore de gravidade da doencga, avaliando-se a presenga
de letargia, piloeregao, tremor, exsudato periorbital, desconforto respiratorio e diarreia
(O’Riordan et al., 2020). A inibigdo de PDE3 pelo cilostazol ndo melhorou o escore de
gravidade na doenga e de forma curiosa, reduziu a temperatura corporal nos animais
sépticos. Essa reducdo pode estar relacionada a um possivel efeito aditivo da
elevagdao de catecolaminas na sepse e a inibicdo de PDE3. Com a queda na
resisténcia vascular periférica, o organismo libera catecolaminas na tentativa de
manutencao dos parametros cardiovasculares na sepse. Dentre as catecolaminas, a
noradrenalina atua de maneira central no centro termorregulador hipotalamico através

de receptores a-adrenérgicos reduzindo a temperatura corporal (Poole e Stephenson,
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1979). Por outro lado, ja se demonstrou que a inibicdo de isoformas de PDEs que
aumentam os niveis de cAMP podem causar hipotermia em camundongos atraves de
regulagcédo autbnoma central (McDonough et al., 2020). Portanto, ha a possibilidade de
estarmos diante de um efeito sinérgico entre aumento de catecolaminas e inibicdo de
PDE3 com aumento de cAMP que convergem no controle central gerando hipotermia.
O impacto dessa mudanga de temperatura é incerto, pois foram observados tanto
casos de hipotermia quanto de hipertermia nos animais sépticos, porém vale ressaltar
que variagdes drasticas na temperatura sdo preditores de mortalidade, inclusive um
estudo de meta-analise demonstrou que a mortalidade é mais alta em pacientes com
quadros de hipotermia (Rumbus et al., 2017).

O desenvolvimento da disfungéo cardiovascular na sepse € comum e bastante
grave, sendo a hipotensdo arterial a caracteristica mais comum na doenga. Os
principais contribuintes na fisiopatologia da hipotensao arterial sdo os quadros de
hipovolemia, tdnus vascular reduzido e depressao miocardica, a qual pode ser severa
e esta associada com decréscimos globais nas fragdes de ejegao ventricular esquerda
e direita (Antonucci et al., 2014). Nos animais se observou a queda na pressao arterial,
0 que estimula vias que tentam compensar essas alteragbes. Tanto a redugao no
tbnus vascular, quanto a propria presenca de microrganismos ou produtos
microbianos como as endotoxinas durante a infecgao, ou ainda a ativagao de vias pro-
inflamatdrias levam ao aumento na liberacdo de catecolaminas. Por sua vez, as
catecolaminas exercem efeitos anti-inflamatérios por inibir a produgéo de citocinas
pré-inflamatérias e aumentar a liberagdo de citocinas anti-inflamatérias (Kharrat e
Jain, 2022). O efeito das catecolaminas no sistema cardiovascular ocorre através da
ligacdo em receptores [-adrenérgicos cardiacos e receptores ai-adrenérgicos
vasculares.

No coracgdo, as catecolaminas ao ligarem-se em receptores B-adrenérgicos
exercem efeito cronotropico positivo (aumento na frequéncia cardiaca), inotrépico
(aumento na forga de contragao) e lusutrépico (aumento na taxa de relaxamento). Isso
ocorre por ativagao de receptores B-adrenérgicos acoplados a proteina Gs, levando
ao aumento de cAMP, aumento na ativagdo de PKA e na fosforilagdo de proteinas
que participam do complexo excitagao-contracdo dos cardiomiécitos, também
conhecidas como proteinas de mobilizagdo de Ca?*, incluindo canais para Ca?* do tipo
L (LTCC, do inglés L-type Ca2+ channels) no plasmalema, fosfolambana (PLB, do

inglés phospholamban) e receptores de rianodina (RyR, do inglés ryanodine
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receptors) no reticulo sarcoplasmatico; além de proteina C de ligagdo a miosina
(MyBP-C, do inglés myosin binding protein C) nos miofilamentos (Bers, 2002; Eisner
et al., 2017). Ja a ligagao de catecolaminas a receptores ai-adrenérgicos, presentes
em midcitos vasculares leva a ativacdo de proteina Gq e aumento de atividade de
fosfolipase C que ao quebrar fosfolipideos de membrana aumenta os niveis de
diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). Por fim o DAG ativa PKC, aumentando a
fosforilacdo de canais para calcio e o IP3 atua sobre seu receptor no reticulo
endoplasmatico aumentando a liberagdo de calcio e gerando a resposta
vasoconstritora nos vasos (Timmermans, Chiu e Thoolen, 1987). A inibicdo de PDE3
nao alterou a hipotensao arterial na sepse, porém no coragao, provavelmente por
permitir uma maior difusdo do cAMP no interior de seu microdominio de sinalizacao
potencializou a via receptor B-adrenérgico/cCAMP/PKA cardiaca gerando maior
fosforilacao de proteinas-alvos e tendo um efeito aditivo no aumento da frequéncia
cardiaca nos animais sépticos. Esse aumento na frequéncia cardiaca pode ter
causado uma sobrecarga ao 6rgéo, justificando o surgimento de danos histolégicos
relacionados a degeneracéo hialina que sera discutida a frente.

Apesar das catecolaminas elevarem a frequéncia cardiaca nos animais, houve
falha em elevar a pressao arterial. A hiporreatividade vascular na sepse e choque
séptico € comum e resulta de diferentes fatores, como vasodilatacido excessiva e
reducdo no ténus vascular, perda de volume intravascular e depressao miocardica
(Antonucci et al., 2014; Qureshi e Rajah, 2008). Além disso, na sepse ha a
dessensibilizacdo e destruicdo de receptores GPCR que sdo responsaveis pela
resposta vasoconstritora periférica, como os receptores adrenérgicos, os receptores
V1 de vasopressina e receptores de angiotensina tipo 1 (AT1). A dessensibilizagédo
ocorre exatamente pelo excesso de estimulacdo desses receptores por seus ligantes
durante a sepse, o que leva ao aumento na fosforilagdo desses receptores pela familia
de cinases de GPCR (GRKs, do inglés G-protein-coupled receptors kinases) (Levy et
al., 2018). Além dessas alteragdes globais nos parametros cardiovasculares,
atualmente esta claro que as disfungbes microvasculares sao determinantes no
desenvolvimento da disfungao multiorganica e mortalidade na sepse (Backer, De et
al., 2014). Para avaliarmos como estava a microcirculagdo e perfusdo tecidual na
sepse noés avaliamos através de laser dopler o fluxo sanguineo renal e muscular.

O rim é um érgéo fundamental para gerenciar mudangas no equilibrio de fluidos

e tem sua fungcao prejudicada durante a sepse por conta de reposigao volémica,
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prejuizo na fungao cardiaca, aumento na permeabilidade vascular e perda na
integridade endotelial. Além disso, na sepse a lesao renal € comum e pode ocorrer
tanto por mudancas na perfusao tecidual quanto por lesdo tubular direta causada por
diferentes mediadores pro-inflamatorios, levando a incapacidade do rim em realizar
autorregulacao (Fage et al., 2023). De fato, nos animais observou-se redug¢ao no fluxo
sanguineo renal que corrobora ao desenvolvimento de lesdes no tecido. A inibicdo de
PDE3 preveniu parte dessa redugdo, o que pode ter representado uma melhora
microcirculatoria nas regides de cortex e medula renal que sdo altamente acometidas
na sepse em decorréncia da liberagcao local excessiva de NO, citocinas e outros
mediadores pro-inflamatoérios, que sao filtrados no glomérulo e causam lesdes
tubulares nos rins (Bezemer et al., 2005; Zarbock, Gomez e Kellum, 2014). Provando
que na sepse a lesdo multiorganica é distinta de um érgéo a outro, ndo foi observado
alteracao no fluxo sanguineo muscular. Entretanto, observou um prejuizo na resposta
de hiperemia reativa pés-oclusiva (HRPO) nos animais sépticos, onde a inibicdo de
PDE3 melhorou em partes essas alteracbes. A resposta de HRPO resulta de um
protocolo estatico de oclusdo por cuff que cria temporariamente uma isquemia,
permitindo a analise da resposta de HRPO apds a liberagao do cuff e restabelecimento
do fluxo sanguineo. Diversos mediadores vasodilatores como o ADP, ATP,
prostaglandinas, NO e outros sinalizadores derivados do endotélio contribuem para a
resposta final de HRPO (Clifford e Hellsten, 2004; Messina, Weiner e Kaley, 1977;
Wunsch et al., 2000). Assim sendo, esses dados nos mostram que reatividade
vascular no musculo esta comprometida nos animais sépticos e isso € muito relevante
dado a proporcédo de massa muscular no nosso organismo e o fato dessas mudancgas
poderem colaborar para o desenvolvimento de lesdes musculares. De fato, o tecido
muscular e adiposo sdo os que mais exibem alteragdes histolégicas em sobreviventes
de sepse, onde se observam alteragcdes semelhantes a caquexia com intensa perda
de tecido muscular e adiposo, resultando em desfechos negativos que prejudicam a
qualidade de vida de pacientes sobreviventes, diminuindo a capacidade locomotora,
causando disfuncao respiratéria e alterando o metabolismo sistémico (Callahan e
Supinski, 2009; Goossens et al., 2019; Lee et al., 2018).

A hiporreatividade vascular foi avaliada in vivo e ex vivo em banho de érgao
isolado utilizando anéis de aorta toracica. Como esperado, os animais sépticos
apresentaram hiporreatividade vascular com prejuizo na resposta contratil para o

agonista seletivo de receptor as-adrenérgico — fenilefrina - e agonista nao seletivo de
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receptor AT1 — angiotensina Il, além disso, observou-se um prejuizo na resposta
cronotropica positiva cardiaca para o simpatomimético isoprenalina. A inibigao de
PDE3 demonstra pouco efeito na resposta vasoconstritora in vivo para fenilefrina,
entretanto melhorou de forma mais clara a resposta vasoconstritora para angiotensina
I, além de preservar a resposta cardiaca para isoprenalina. Apesar de nao
explorarmos por quais mecanismos isso pode ter ocorrido, € possivel que a inibigao
de PDES3 tenha alterado o conteudo intracelular de Ca?* tornando esse sinalizador
mais disponivel apos os estimulos farmacolégicos. Ha ainda a possibilidade de que o
tratamento ao aumentar os niveis locais de CAMP possa ter modulado o processo
dessensibilizagcao desses receptores comumente observada na sepse. Além disso, o
nivel local aumentado de cAMP pode ter prevenido em parte a propagacgéo do insulto
inflamatdrio, reduzindo assim o comprometimento desses receptores. De fato, ha
evidéncias na literatura de que o tratamento com dexametasona ao inibir a atividade
de NF-kB atenua o insulto inflamatério, diminui a liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias e evita a reducdo na densidade de receptores ai-adrenérgicos em
camundongos submetidos ao modelo de CLP (Schmidt et al., 2009).

Esses mesmos mecanismos podem estar por tras da melhora na reatividade
vascular ex vivo observada também na resposta vasoconstritora para fenilefrina.
Apesar desses dados animadores, vale lembrar que o parametro global de pressao
arterial permaneceu reduzido nos animais sépticos tratados com cilostazol,
demonstrando que o prejuizo cardiovascular estava marcadamente presente nesses
animais.

Durante a resposta inflamatéria que ocorre na sepse ha a participagcao de
diferentes mediadores, com destaque para o NO que atua de maneira central na
resposta contra 0 microrganismo invasor, na modulagao do ténus vascular e que em
excesso contribui na disfungao cardiovascular, tendo um papel critico nas alteragdes
cardiovasculares e hemodinamicas observadas na sepse (Winkler et al., 2017). Em
nosso estudo observamos o aumento plasmatico dos metabdlitos do NO (NOx) e a
inibicdo de PDE3 reduziu de forma n&o significativa esses niveis. A redug¢ao ainda que
parcial pode ter ocorrido por uma menor producado de NO pelas isoformas de NOS,
como por exemplo NOS2 ou ainda por aumento na excrecao renal desses metabdlitos.
Tendo em vista que a inibicdo de PDE3 preservou o fluxo sanguineo renal durante a
sepse, pressupde-se que a filtragao renal também apresentou melhora facilitando

assim a eliminacédo dos metabdlitos relacionados.
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Foram avaliados diferentes parametros bioquimicos de danos teciduais, onde
se observou aumento das transaminases AST e ALT que comumente estédo elevados
em pacientes seépticos, sendo AST expressa em diferentes tecidos — musculo
esquelético, coracdo, figado, pulmdes, entre outros e ALT atua como um bom
marcador de dano hepatico por ser expressa principalmente nesse tecido (Lescot et
al., 2012). Outros parametros nao apresentaram aumento nos animais sépticos, como
CK expressa em tecidos musculares em geral, ureia e creatinina que sdo marcadores
de filtragcdo e dano renal. Entretanto, os niveis de acido urico elevaram-se na sepse,
podendo ser um resultado conjunto de maior producéo desse metabdlito através da
morte e destruicdo celular, estresse oxidativo, metabolismo de purinas como a
adenosina e um déficit na depuragao, onde 2/3 ocorre nos rins e o restante ocorre por
eliminacdo hepatica. De qualquer forma, os niveis elevados de acido urico podem
estar associados ao desenvolvimento precoce de insuficiéncia renal aguda e lesao
pulmonar, por isso estudos sugerem o0 seu uso como um marcador precoce de
gravidade da doenga (Akbar et al., 2015).

Os niveis de lactato também se elevaram na sepse, sendo esse um marcador
muito importante de ma perfusao tecidual e prejuizos no metabolismo energético
celular, e por isso € utilizado na pratica clinica como critério diagnéstico de quadros
de choque séptico quando os pacientes apresentam niveis plasmaticos maiores que
2 mmol/L, auxiliando assim no diagnéstico precoce da doenga. Os niveis de lactato
circulantes sao indicadores importantes da severidade de sepse e choque séptico e
estudos recentes indicam importante funcao regulatéria do lactato nas respostas
imune e inflamatdria, através de modificagdes pods-translacionais relacionadas a
lactacéo de diferentes alvos moleculares (Nolt et al., 2018). Além disso, € importante
ressaltar que a acidose lactica embora comumente esteja relacionada a um déficit de
perfusao e hipodxia tecidual, pode ser oriunda também de uma resposta adaptativa ao
metabolismo alterado pela doenca ou ainda por conta da abordagem terapéutica ao
paciente, onde utiliza-se a reposi¢ao volémica e administragdo de drogas vasoativas
(Suetrong e Walley, 2016). A inibicdo de PDE3 preveniu a elevagdo dos niveis de
lactato podendo ser em decorréncia de melhora na perfuséo tecidual, possibilitando
uma melhora na troca de oxigénio e nutrientes nos tecidos, ou ainda por maior
eficiéncia na eliminagdo hepatica e renal desse metabdlito. De qualquer forma, a
reducao nos niveis de lactato se correlaciona inversamente a severidade na doencga.

Um estudo demonstrou inclusive que niveis de lactato acima de 2 mmol/L por um
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periodo de vinte e quatro horas se correlacionam mais fortemente a mortalidade do
que niveis de PAM inferiores a 65 mmHg pelo mesmo periodo (Houwink et al., 2016).

Durante a resposta imune exacerbada na sepse, ocorre intensa ativagao
plaquetaria, levando a coagulagao intravascular disseminada (CID), onde observa-se
exaustdo de agentes anticoagulantes, supressao da fibrindlise e aumento no
sequestro esplénico de plaquetas. Se por um lado a ativagao plaquetaria colabora na
contencdo da progressao da infeccédo, o surgimento de CID causa diversos danos
vasculares e teciduais, e nos casos graves de sepse, aproximadamente 35% dos
pacientes exibem complicagcdes da CID (Levi, 2018). A incidéncia de CID é maior em
fases tardias da doenga e se correlacionam diretamente ao desenvolvimento do
choque séptico e disfungédo organica, aumentando o risco de mortalidade pela sepse
(Gando et al., 2013). Apesar do cilostazol clinicamente diminuir a ativagcéo plaquetaria
ao promover o aumento do cAMP nesses fragmentos celulares, ndo se observou
prevencdo na queda do numero de plaquetas, o que pode sugerir que o insulto
inflamatério e a ativacdo plaquetaria na sepse € muito intensa frente a esse
mecanismo de acdo do inibidor de PDE3. Nos animais sépticos observou-se o
aumento na contagem de eritrocitos e no hematocrito que podem ser justificados pela
juncao de diferentes frentes, como a ocorréncia de uma resposta adaptativa do
organismo em melhorar o transporte de oxigénio e mobilizar para isso reservas
esplénicas de hemacias ou pelo aumento do extravasamento vascular e ocorréncia
de hipovolemia, levando ao desenvolvimento de hemoconcentracdo, que também
pode causar lesdes multiorganicas na sepse (Patel et al., 2010). De forma positiva, a
inibicdo de PDE3 preveniu esses achados, o que pode representar uma agao benéfica
contra 0 aumento da permeabilidade vascular e na melhora de perfusao tecidual nos
animais sépticos.

Os niveis glicémicos se alteram na sepse, em decorréncia de respostas
hormonais para as catecolaminas ou cortisol, além das mudangas inflamatérias
observadas na doenca. Comumente os pacientes apresentam quadros de
hiperglicemia, resultado do aumento na sintese hepatica de glicose e redug¢ao na
utilizacao de glicose em tecidos periféricos. Porém, os pacientes podem também
apresentar hipoglicemia, decorrente de uma deficiéncia hepatica na sintese de glicose
e perturbagdes metabdlicas sistémicas (Plummer e Deane, 2016). Nos animais
sépticos se observou uma redugéo da glicose sanguinea e a inibicdo de PDE3 nao

preveniu essa queda, sendo esse aspecto importante, pois desequilibrios na glicemia
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na sepse sdo graves e associados ao risco de mortalidade. Além disso, a enzima
PDE3B € expressa em ilhotas pancreaticas e regula a exocitose do hormdnio insulina
e a inibicdo de PDE3 ndo gerou um decréscimo adicional da glicose sanguinea que
poderia ter graves consequéncias nesses animais (Walz et al., 2007).

Durante a resposta inflamatoéria na sepse ocorrem alteragdes tanto no numero
quanto na funcgéo dos leucécitos. No inicio da infecgdo ha o aumento do numero de
leucdcitos, principalmente neutréfilos para o combate ao microrganismo invasor no
foco primario de infec¢ao e na bacteremia secundaria. Como a bacteremia é transitéria
na sepse, com o passar do tempo, ocorre migragdo desses patdgenos aos 6rgaos e
tecidos, levando a migracao de leucdcitos principalmente de neutréfilos para esses
focos secundarios de infecgdo, agravando a resposta inflamatdria tecidual e
favorecendo a disfungdo multiorganica. Com a progressao da doenga, pode ocorrer a
reducao na contagem de leucdcitos, incluindo linhagens granulocitica e linfocitica,
instaurando a imunossupressao tardia comumente observada na sepse, levando a
maior susceptibilidade a complicagdes e novas infecgdes no paciente. Estima-se que
aproximadamente 60% dos pacientes sobreviventes de sepse apresentam re-
hospitalalizacbes no primeiro ano pds a sepse por conta de novas infecgdes e em
torno de 15% dos pacientes morrem ainda no primeiro ano pds-sepse por conta da
imunossupressao tardia (Mira et al., 2017; Shankar-Hari et al., 2016, 2019).

Nos animais sépticos foi observado aumento na contagem de granulécitos e
mondcitos e diminuicdo na contagem de linfocitos. Esse perfil de modulagéo era
esperado pela origem da infeccéo polimicrobiana no modelo de CLP. Porém um fato
interessante foi que a inibicdo de PDE3 preveniu a queda na contagem de linfécitos.
Esse efeito € muito importante, pois estudos sugerem uma associagao inversa entre
a queda no numero de linfécitos e aumento da mortalidade observada na sepse
(Hotchkiss, Monneret e Payen, 2013a).

Para avaliarmos a extensao dos danos inflamatérios aos tecidos, selecionamos
tecidos-alvos em termos da importancia para os desfechos analisados no estudo e a
gravidade de seu acometimento na sepse. De uma forma geral, o tecido pulmonar
apresentou maior extensdo de danos quando comparado aos tecidos do coragao e
rim. Também foi nesse tecido que a inibicdo de PDE3 reverteu mais intensamente os
danos observados. Os danos histoldgicos encontrados se relacionam ao aumento da
permeabilidade vascular no pulmao, espessamento de septos alveolares e migragao

de neutrdfilos ao tecido. A inibigao de PDE3 ao reduzir a formagao de edema pulmonar
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pode estar agindo por mecanismos de estabilizacado endotelial promovido pelo
aumento nos niveis locais de cAMP. Um estudo demonstrou que o uso de inibidor de
PDE4 que também aumenta os niveis de cCAMP foi capaz de reduzir a permeabilidade
vascular em um modelo de endotoxemia induzida por LPS em ratos (Schick et al.,
2012).

A vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade vascular que ocorre na
inflamacao durante a sepse sao causados por diferentes mediadores, como histamina,
TNF-q, interleucinas, NO, que causam vasodilatacdo e desestabilizam as jungdes
endoteliais levando ao aumento da permeabilidade vascular. Demonstrou-se no
pulmao de camundongos através de modelo de endotoxemia que o TNF-a induz a
degradagao do glicocalice microvascular, envolvendo a perda de heparan sulfato e
ativagdo de heparanase endotelial e que a degradagdo do glicocalice aumenta a
exposicdo de moléculas de adesdo na superficie endotelial contribuindo para a
migracao e adesao de neutrdfilos (Schmidt et al., 2012). A migracao de neutrdfilos e
proteinas para o espaco extravascular, favorecendo o edema tecidual esta associado
a maior gravidade na sepse, pois prejudica a perfusdo tecidual e troca de nutrientes
em regides de microcirculagcdo. Especialmente no pulmao essas alteragcbes podem
gerar a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) (Hu, Hao e Tang, 2020).
Os neutrdfilos sao células leucocitarias muito importantes, pois através da liberagao
de enzimas proteoliticas e espécies reativas conseguem destruir patégenos, porém
na sepse, a intensa infiltracdo de neutréfilos nos tecidos contribui para o
desenvolvimento da disfungdo multiorganica (Brown et al., 2006; Kolaczkowska e
Kubes, 2013). De forma curiosa, ndo foram observadas muitas alteracoes
relacionadas ao sistema enzimatico de combate ao estresse oxidativo no tecido
pulmonar, ocorrendo somente alteracédo de superoxido dismutase em fases iniciais da
doenca. Isso pode remeter ao contexto de que apesar de muitos desfechos terem
apresentado alteragdes na sepse, o sistema enzimatico de detoxificacao de espécies
oxidantes nesses animais se mostrou preservado.

No tecido cardiaco também se observou alteragdes relacionadas ao aumento
da permeabilidade vascular e migracao de neutrofilos. Além disso, foram observadas
alteracbes histologicas relacionadas a ocorréncia degeneracao hialina, onde a
hipercontragcdo cardiaca pelo aumento de catecolaminas €& a responsavel pela
geragao de tais danos (Berridge et al., 2016). Os animais que receberam o inibidor de

PDE3 exibiram maiores extensdes nesses danos e nossa hipotese € que apos a
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queda da pressao arterial e diante do insulto infeccioso, o organismo desses animais
aumentou a liberagao de catecolaminas que atuam sobre receptores 3-adrenérgicos
cardiacos aumentando a frequéncia cardiaca como um mecanismo de regulagéo para
compensar a queda na pressao arterial. Porém, esse aumento na frequéncia e forca
de contragao cardiaca teve um custo nesses animais, com indicio de lesdes no tecido
e deposicao de material hialino. O dano mais acentuado nos animais sépticos que
receberam o inibidor de PDE3 tem ligagdo com a potencializagao da via de sinalizagéao
receptor 3-adrenérgico/cCAMP/PKA, aumentando ainda mais o trabalho cardiaco na
sepse, sobrecarregando o 6rgdo em um momento em que ha um comprometimento
metabdlico no coragdo. Essa alteragdo cardiaca observada se relaciona ao inicio de
lesao tecidual, ndo se observando ainda sinais de formacgao de tecido fibroso cicatricial
no coracgao, alteragdes essas que levariam um periodo maior para a sua visualizacao.
Portanto, esses indicios de lesdo cardiaca preocupam, porém ainda niao se
concretizaram em lesdes irreversiveis ao tecido, porém o estimulo continuo causado
pelas catecolaminas endoégenas ou exogenas através de drogas vasoativas nao
cessam tao precocemente nos pacientes sépticos, sendo esse o principal estimulo de
geracao do dano cardiaco.

Ja no tecido renal, apesar da analise histologica ndo apresentar alteragoes, o
tecido apresentou aumento na permeabilidade vascular, migragao de neutrdfilos e
alteracdo em defesas antioxidantes enzimaticas, além de apresentar de forma
momentanea dano relacionado a peroxidacdo lipidica. O dano renal na sepse €&
comum e bastante grave e recebe contribuicdo da vasoconstricdo excessiva no leito
renal que se opde a hiporreatividade sistémica, isso causa uma diminuicdo no fluxo
sanguineo que se soma a lesao tubular direta causada pelos mediadores inflamatorios
liberados na sepse (Boffa e Arendshorst, 2005). Essas altera¢des no tecido podem
ser um indicativo do inicio da lesao renal aguda (LRA) na sepse e vale ressaltar que
o fluxo sanguineo renal estava reduzido nos animais sépticos, corroborando para o
desenvolvimento de tais lesdes que sao complicagdes graves da sepse e que podem
levar a faléncia renal. A inibicdo de PDE3 por ter promovido um aumento no fluxo
sanguineo renal trouxe um ganho muito importante ao tecido, uma vez que facilita o
funcionamento do 6rgao, melhorando a eliminagdo de mediadores inflamatdrios e
metabdlitos deletérios como o lactato e acido urico e previne o desenvolvimento da

lesdo renal irreversivel.
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Na sepse diferentes vias de transmissao de sinalizagao estdo comprometidas
levando aos diferentes desfechos observados na doenca. Nesse contexto,
perturbagdes tanto na sintese, difusdo e confinamento em microdominios restritos de
sinalizagcdo ocorrem com os nucleotideos ciclicos. Para avaliar a repercussao de
mudancgas na sinalizacdo mediada pelos nucleotideos ciclicos nés determinamos os
niveis plasmaticos e teciduais de cAMP e cGMP. Vale lembrar que os niveis desses
sinalizadores resultam da sintese através das enzimas AC e GC, e degradacéo pelas
enzimas PDEs, responsaveis pelo rompimento da ligagdo fosfodiéster levando a
inativagcdo desses segundo-mensageiros intracelulares, controlando assim a
magnitude da difusdo livre de cAMP e cGMP no interior das células, mantendo-os
restritos a microdominios distintos, garantindo a especificidade da sinalizagéo celular
(Anton et al., 2022; Kokkonen e Kass, 2017). Nao observamos alteragbes no nivel
plasmatico de cAMP por conta da sepse, entretanto, a inibicdo de PDE3 aumentou os
niveis circulantes desse sinalizador no inicio da doenca e o efeito desapareceu mais
tardiamente provavelmente pela %z vida de eliminagdo do farmaco. Ja os niveis de
cGMP apresentaram-se reduzidos nos periodos analisados demonstrando que a via
de sinalizagao NO/GC/cGMP/PKG esta bastante comprometida na sepse e a inibicéo
de PDE3 néao alterou os niveis de cGMP. Esses dados corroboram estudos da
literatura que demonstram que a isoforma de PDE3 apesar de apresentar uma
atividade dual apresenta maior atividade catalitica e controle sobre os niveis de cAMP
do que sobre cGMP (Revisado em Kamel et al., 2023). Os niveis plasmaticos embora
muito importantes, representam o resultante de mudangas nos niveis desses
sinalizadores em diferentes compartimentos, 6rgaos e tecidos, por isso, realizamos
também a quantificacdo dos niveis de cAMP e cGMP em tecidos-chave dentro dos
desfechos analisados no estudo.

Quando comparamos os niveis teciduais de nucleotideos ciclicos, percebemos
que os niveis de cAMP sao aproximadamente dez vezes maiores do que cGMP nos
homogenatos teciduais. Além disso, de forma n&o esperada, n&do observamos
alteracdes nos niveis de cAMP e cGMP no tecido pulmonar, um tecido em que a
inibicdo de PDE3 melhorou diferentes parametros. Também nao foram observadas
alteracbes nos niveis de cAMP na aorta e musculo tibial, apresentando reducgao
somente no tecido cardiaco. A diminuicdo de cAMP no tecido cardiaco pode ter
relacdo com o fenbmeno de dessensibilizacdo de receptores [-adrenérgicos,

diminuigdo no conteudo e atividade de AC levando a uma redugédo na sintese de
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cAMP, ou ainda, podem ter ocorrido mudangas na atividade ou disposi¢ao de PDEs
dentro dos microdominios de sinalizagao cardiaca, levando a uma maior razao de
degradagao de cAMP, como ocorre em doengas como a insufiéncia cardiaca (Kamel
et al., 2023; Neviere et al., 2016; Thangamalai et al., 2013). Fortalecendo a hip6tese
de que mudangas na atividade enzimatica possam ter ocorrido no tecido, os animais
sépticos que receberam o inibidor de PDE3 nao apresentaram reducao de cAMP.
Apesar dos niveis de cAMP nao reduzirem no musculo, a inibicdo de PDE3 aumentou
0s niveis desse sinalizador nesse tecido. Isso corrobora dados clinicos que
demonstram que o cilostazol melhora o fluxo sanguineo na doenca arterial periférica
principalmente em membros inferiores, mecanismo esse relacionado ao aumento de
cAMP em células musculares lisas, células endoteliais, inibindo assim agregacao
plaquetaria, dilatando os vasos e melhorando o fluxo sanguineo (Revisado em (Zheng
et al., 2019). Esse dado também auxilia na interpretagao da melhora na RHPO nos
animais sépticos que receberam o inibidor de PDE3. Ja os niveis de cGMP
apresentaram redugao somente no tecido cardiaco e a inibicdo de PDE3 n&o alterou
esses niveis. Um ponto importante sobre essas determinacdes teciduais € que elas
resultam de homogenatos teciduais e, portanto, a auséncia de mudangas nos niveis
globais desses sinalizadores nao refuta a hipétese de que em microdominios
especificos e restritos esses niveis ndo possam estar alterados, pois pequenas
mudancas nesses dominios que podem inclusive ndo serem detectadas no método
de quantificagao utilizado podem ser determinantes na mediagao de alguns desfechos
analisados.

Como a intervengao farmacolégica nesse estudo foi a inibicao de PDE3, nos
avaliamos o conteudo proteico da isoforma PDE3A que é a isoforma mais amplamente
expressa nos tecidos cardiovasculares e de interesse nesse estudo. Ainda, avaliamos
se o grau de ativacado da enzima através de fosforilagado no aminoacido Ser312 estaria
sendo modulado ao longo da sepse. Os resultados nos mostraram que os niveis
proteicos totais e a porcao fosforilada de PDE3 nao se alteram na doenca. Esse fato
nao nos causou tanta surpresa, pois as PDEs sdo enzimas bastante conservadas e
estudos na literatura ndo mostram de forma clara qual o nivel de alteracao proteica
em estados patoldgicos, existindo desde ndo alteragdo, diminui¢do ou ainda aumento
na expressao de PDEs em modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca (Ding et
al., 2005; Dodge et al., 2001; Nagendran et al., 2007; Nikolaev et al., 2010; Sato et al.,

1999). Porém, normalmente nesses modelos experimentais ha maior periodo no
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desenvolvimento de tais alteragbes, o que nos leva a acreditar que em periodos mais
curtos como no caso do presente estudo, esse tipo de alteragao é pouco provavel de
ocorrer. Porém, o nivel de fosforilagdo dessa proteina pode contribuir para mudancas
tanto no perfil de atividade enzimatica quanto promover mudangas no aprisionamento
dessas enzimas em microdominios de sinalizagdo. Entretanto, para nossa surpresa,
o nivel de fosforilagdo no aminoacido Ser312 que pode ser modulada tanto por PKA
e PKC nao mostrou diferengcas (Hunter, MacKintosh e Hers, 2009). Isso nos leva a
pensar que mudancas sutis no nivel de fosforilagcdo e ativagdo dessa proteina n&o é
o0 maior determinante para a sua atividade catalitica sobre cAMP e cGMP na sepse e
que ela pode ter um nivel de ativacdo bastante elevado o que justifica sua alta
atividade catalitica sobre esses nucleotideos ciclicos em condigbes tanto fisioldgicas
quanto patoloégicas. Assim, acreditamos que mudangas na composigcdao dos
microdominios de sinalizagdo possam ser mais importantes para a atividade catalitica,
uma vez que as PDEs se associam fisicamente a diferentes parceiros de sinalizacao,
entre eles algumas proteinas que se apresentam alteradas na sepse, podendo levar
ao fendbmeno de descompartimentalizagcdo de sinalizagdo como é observado em
outras doengas como na insuficiéncia cardiaca (Sprenger et al.,, 2015). Se essa
premissa for verdadeira e estiver ocorrendo no contexto avaliado nesse estudo, a
difusdo das moléculas de cAMP e cGMP esta alterada no interior das células. Com
isso, ndo ha mais o correto direcionamento desses sinalizadores aos seus alvos
moleculares o que pode ter consequéncias drasticas nas sinalizagcdes celulares. Isso
implica que apoés estimulados, diferentes receptores podem nao apresentar respostas
fisiolégicas adequadas, podendo existir desde uma ineficiente até exagerada
sinalizagao celular apos os estimulos por diferentes ligantes, contribuindo para o
desenvolvimento da disfungc&o multiorgénica na sepse.

Diante da importancia da disfungao cardiovascular na sepse e do fato da
ampla expressdo de PDE3 no tecido nés avaliamos no coragdo a imunomarcagao
para diferentes proteinas, dentre elas PDE3A total e sua fragao fosforilada. Pudemos
observar que o perfil de expressao € amplo por todas as células de miécito cardiaco
e vascular e ndo observamos mudancas no perfil e localizacdo da imunomarcacéao
nos animais sépticos. Entretanto, esse resultado nao refuta a hipétese de que possa
existir uma descompartimentalizacao de PDE3 na sepse. Para responder de forma
definitiva se houve ou ndo tal mudanca, experimentos como os ensaios utilizando

canais operados por nucleotideos ciclicos e biossensores de transferéncia de energia
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de ressonancia por fluorescéncia (FRET, do inglés fluorescent resonance energy
transfer), possibilitando analisar a dindmica na sintese e difusdo dos nucleotideos
ciclicos nos microdominios de sinalizagdo, possibilitaria analisar a disposicao de
PDE3 e seus parceiros de sinalizagdo que podem estar alterados no coracao (Feil et
al., 2021; Ghigo e Mika, 2019; Zaccolo, Zerio e Lobo, 2021).

As imunomarcagbes demonstraram também que n&o houve alteragao
conteudo de NOS3 responsavel pela sintese constitutiva de NO por células
endoteliais, que desempenha um papel fisiolégico essencial, regulando o fluxo
sanguineo coronariano e o desempenho cardiaco de forma paracrina e autécrina
(Godecke et al.,, 1998; Massion e Balligand, 2003). Esse dado corrobora a
normalidade histolégica observada em ramos coronarianos no coragdo. Somado a
isso, ha na literatura evidéncias de que apesar de ocorrerem mudancgas na perfusao
no tecido, as coronarias se mostram preservadas, demonstrando que o problema nao
€ essencialmente ligado a essa rede vascular, apontando para a importancia de outros
parametros como a inflamacéo e disturbios metabdlicos no tecido cardiaco (Poveda-
Jaramillo, 2021). Ja a imunomarcagao para NOS2 mostrou que na sepse houve o
aumento no conteudo proteico dessa enzima no coragao. Isso provavelmente ocorreu
pois essa isoforma de NOS é regulada positivamente durante a sepse por conta do
aumento na sintese de citocinas pré-inflamatérias e desempenha um papel importante
na sintese de forma excessiva e continua da molécula de NO, que no coragao exerce
um efeito depressor sobre a fungdo miocardica (Assreuy, 2006). A redugdo no
conteudo de NOS2 nos cardiomidcitos resultante da inibicdo de PDE3 corrobora
dados da literatura que demonstram efeitos anti-inflamatérios do cilostazol
relacionados a inibicao na ativacao de NFkB que leva ao aumento na transcricdo de
citocinas pro-inflamatorias (Motta, da e Brito, de, 2016).

Ha evidéncias na literatura de que o cilostazol apresenta no coracdo a
capacidade de inibir de PDE3 e a captagdao de adenosina, sendo esse segundo
mecanismo também importante na modulagao dos niveis de cAMP no tecido apds o
uso do farmaco (Liu et al., 2001). A sinalizagdo de adenosina no coragao mostrou-se
alterada na sepse. Provavelmente a elevagao dos niveis de adenosina locais podem
justificar as mudancas que foram observadas de aumento no conteudo do receptor
A2a acoplado a proteina Gs levando ao aumento dos niveis de cAMP apds sua
estimulacdo. Além disso, estudos demonstram que a ligagdo da adenosina em

receptores A2a aumenta a sintese de citocinas anti-inflamatérias e modula a atividade
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de neutrdéfilos e macréfagos, podendo contribuir na redugao da inflamacao excessiva
tecidual (Hasko et al., 2008; Hasko e Cronstein, 2013). O aumento na adenosina local
pode ser a responsavel pela queda no conteudo do transportador ENT1, que se
relaciona a mecanismos adaptativos que contribui para o aumento da sinalizacéo de
adenosina no tecido, modulando assim a resposta inflamatéria local. O cilostazol atua
provavelmente inibindo esse transportador ao promover o aumento dos niveis de
adenosina e a sua presenca impediu a queda no conteudo nesse transportador nos
animais sépticos. A nossa hipétese é de que o cilostazol pode ter diminuido o dano
inflamatdrio no tecido cardiaco e isso ter modulado os niveis locais de adenosina e
mantendo inalterado o conteudo proteico desse transportador em cardiomidcitos.
Apoiando essa ideia, ha evidéncias na literatura de que a utilizagao do cilostazol esta
associada a efeitos anti-apoptéticos, anti-inflamatérios, antioxidantes e
cardioprotetores (Chattipakorn et al., 2014; Motta, da e Brito, de, 2016; Tawfik, El-
Kherbetawy e Makary, 2018). Estudos demonstram que os niveis extracelulares de
adenosina aumentam durante insultos inflamatoérios ou situagdes de hipoxia tecidual
(Eltzschig et al., 2003; Synnestvedt et al., 2002). Apesar da sepse ser causada por
uma resposta imune desregulada e apresentar ma perfusdo em alguns leitos
vasculares, ao determinarmos os niveis plasmaticos de adenosina ndo encontramos
diferencas na sepse. Isso pode ter ocorrido pelo tempo analisado, que correspondeu
a uma fase inicial da doencga, pois um estudo utilizando modelo de CLP em
camundongos demonstrou que os niveis de adenosina estdo elevados em fases
tardias em animais sobreviventes de quadros de sepse, exercendo um papel de
imunossupressao (Nascimento et al., 2021).

Diante da gravidade da doenga, um dos desfechos mais importantes
avaliados nesse estudo € a sobrevida observada nos animais. De forma geral, a sepse
causou alta taxa de mortalidade nos animais e o tratamento com uma associagao de
antibioticos de amplo espectro foi efetiva em prevenir essa mortalidade. A inibigdo de
PDE3 de forma isolada se mostrou ineficaz em prevenir a mortalidade. Isso nos mostra
que apesar de o tratamento melhorar alguns parametros ao longo do estudo, a
complexidade da doenca exige provavelmente uma associagao farmacolégica como
um suporte mais efetivo. Entretanto, quando analisamos o efeito da associacao da
inibicdo de PDE3 ao antibidtico observamos que de forma precoce o tratamento
diminui o risco de morte nos animais. Esse resultado é essencial pois demonstra que

o uso de inibidor de PDE3 no inicio da doenga quando associado a outras terapias de
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suporte pode melhorar alguns parametros inflamatérios, danos teciduais e mais
importante, prevenir a mortalidade pela doenga que ainda permanece elevada ao
redor do mundo. Na clinica os pacientes sépticos comumente recebem terapia de
suporte composta por antimicrobianos, ressuscitacao fluidica, ventilagdo mecanica e
suporte pressorico com a administragcdo de vasopressores e nesse estudo essas
ferramentas nao foram adotadas, sendo essa uma importante limitagdo. Além disso,
a adogédo conjunta de tais medidas poderia inclusive tornar mais evidentes os
beneficios da inibicdo de PDE3 na sepse.

Apesar de alguns resultados promissores na inibicdo de PDE3, um aspecto
muito importante envolvendo essa e outras isoformas de PDEs sao as diferengas na
expressao entre espécies. Essas enzimas sao expressas em todos os mamiferos,
porém com diferencas importantes na expressdo de cada isoforma, formando
microdominios de sinalizagao distintos entre as espécies. Por exemplo no coragao de
humanos, a atividade total de hidrélise de cAMP é cinco vezes maior do que em
roedores, por conta da ampla expressao de PDE3 e outras isoformas, enquanto a
PDE4 apresenta menor contribuicdo, sendo esse cenario oposto nos roedores, tendo
a PDE4 uma participagao de destaque na hidrélise de cAMP cardiaco. Além disso,
quando a PDE4 ¢ inibida em roedores, ocorre o aumento na fosforilagao de diversas
proteinas-alvo no miodcito cardiaco, porém isso nao ocorre em humanos com a inibi¢ao
de PDE4 (Richter et al., 2011; Vinogradova e Lakatta, 2021). Isso ndo invalida os
resultados obtidos nesse trabalho, somente destaca a importancia de avaliarmos as

diferengas entre espécies durante a extrapolagao de conclusoes.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, os animais submetidos ao modelo experimental de sepse
apresentaram disfuncgdes cardiovasculares, hemodinamicas e inflamatorias de forma
sistémica, causando lesdes organicas em diferentes tecidos. Os niveis proteicos totais
e fragao fosforilada de PDE3A permaneceram inalterados na sepse, ja os niveis dos
nucleotideos ciclicos apresentaram durante a progressédo da doenca.

A inibicdo de PDE3 nos animais sépticos aumentou o trabalho cardiaco, o
fluxo sanguineo renal, melhorou parcialmente a resposta de hiperemia reativa pos-
oclusiva e a reatividade vascular. Além disso, o tratamento preveniu a elevagcao de
lactato, do hematdcrito e a queda do numero de linfécitos, e preveniu a mortalidade
precoce na sepse quando associado a antibioticoterapia. No tecido cardiaco, apesar
da inibicido de PDES3 ter indicios de melhora na resposta inflamatéria tecidual,
observou-se danos histolégicos relacionados a sobrecarga no trabalho cardiaco.
Quando analisado o impacto da inibicdo de PDE3 nos niveis de nucleotideos ciclicos
em animais sépticos, observou-se que o tratamento aumentou principalmente os
niveis plasmaticos de cAMP. Ja nos tecidos, o0 aumento nao foi observado em todos
0s Orgaos analisados.

Estudos assim como esse em que se avaliam diferentes desfechos, tecidos e
sistemas organicos sao importantes na proposta de intervencéo terapéutica na sepse,
pois evidenciam a complexidade da doenca e que principalmente a ocorréncia de
beneficios em um tecido e auséncia em outro, ou ainda a aumento de danos
decorrentes da intervencao terapéutica podem ser melhor representados na jungao
de diferentes analises e principalmente na ocorréncia de mortalidade.

Os resultados parciais de melhora em alguns parametros analisados nos
permitem postular que o principal efeito da inibicao de PDE3 no inicio da doencga é
prevenir a progressao da sepse para quadros choque seéptico, pois o tratamento
melhora em partes a hiporreatividade e impede a elevagao do lactato. Entretanto, vale
ressaltar que ainda n&o ha um tratamento farmacolégico exclusivo para sepse e suas
disfungdes multiorganicas, e por conta da complexidade da doenga, o tratamento mais
provavel sera através da associagao de diferentes ferramentas farmacologicas em
uma rede de suporte, possibilitando a exploracdo de beneficios como o encontrado
da inibicdo de PDE3. Com base nos resultados, observamos em alguns contextos que

a inibicado de PDE3 aumenta os niveis de cAMP, podendo ser esse o principal
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mecanismo por detras dos beneficios observados nos animais sépticos. Além disso,
ressaltamos que de acordo com evidéncias na literatura, a auséncia de mudangas
globais nos niveis de nucleotideos ciclicos e da enzima PDE3 podem néo representar
as mudangas importantes nos microdominios de sinalizagdo que comumente ocorrem

durante a sepse.
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