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RESUMO

A sepse é definida como uma disfungéo organica com risco de vida causada por uma
resposta desregulada do hospedeiro a infec¢do, responsavel por grande parte das
internagdes em Unidades de Tratamento Intensivo (UTI) e também por grandes gastos
no Sistema Unico de Saude (SUS). Pacientes sobreviventes & sepse tém sua
qualidade de vida reduzida, afetando as fungbes cognitivas, mentais e fisicas. Os
casos mais graves sdo em idosos, criangas e pacientes com comorbidades. Nao ha
tratamento especifico para a sepse, 0 seu tratamento € apenas terapia de suporte
basico, como fazer reposi¢cao volémica intravenosa e se necessario, terapia com
vasopressores, suporte de oxigénio quando necessario, utilizagdo de antibidticos de
amplo espectro e controle do foco infeccioso. A insuficiéncia renal aguda associada a
sepse (IRA-AS) causa a diminuigao do fluxo sanguineo renal global e a morte celular
epitelial tubular secundaria, ou necrose tubular aguda, e um a cada trés pacientes
sépticos desenvolvem IRA-AS. O sistema endocanabinoide mostrou-se bastante
efetivo como alvo terapéutico para algumas patologias, uma vez que pode modular o
sistema imune e cardiovascular. Os receptores canabinoides do tipo 2 (CB>) tém sido
apontados como possiveis alvos terapéuticos em condi¢gbes patoldgicas como
aterosclerose, dano de isquemia-e-reperfusao e fibrose. Um estudo recente mostrou
que a ativacao de receptores CB, aumenta a perfusao renal por um efeito vascular
direto, independente de produtos das ciclooxigenases e das enzimas 6xido nitrico
sintase. Ainda, estudos apontam que estes receptores sao diferentemente regulados
dependendo do tecido, de acordo com o género e em distintas patologias. Desta
forma, o objetivo deste trabalho é testar a hipétese de que os receptores CB>2
aumentam o fluxo sanguineo e melhoram a funcao renal decorrentes da sepse e do
pos-sepse. Camundongos sui¢cos foram submetidos ao modelo de peritonite “cecal
slurry” e divididos em dois grupos que receberam veiculo e agonista CB. (B-
cariofileno). Animais sham foram utilizados como controle. Os seguintes parametros
cardiovasculares foram avaliados: presséo arterial, frequéncia cardiaca, reatividade a
noradrenalina e fluxo sanguineo do cértex renal. Também foram avaliados os
marcadores plasmaticos ureia e creatinina. Finalmente, foi investigada a expressao
de receptores CB: e expressao da molécula KIM-1, marcadora de dano renal, nos rins
pelo método de Western Blotting. Com esse estudo, podemos confirmar que o modelo
de sepse Cecal Slurry mimetiza os danos clinicos da sepse como hipotermia, perda
de massa corporal, causa hipotensao e diminui¢gao do fluxo sanguineo renal. E que o
tratamento com o [-cariofleno melhora o fluxo sanguineo renal dos animais
sobreviventes a sepse. De maneira geral, este estudo contribui para o aumento da
compreensao do papel do 3-cariofileno nas alteragdes renais e vasculares associadas
a sepse, visando apontar novos alvos promissores para futuras intervencoes
terapéuticas.

Palavras-chaves: doenga renal; canabinoide; choque séptico.






ABSTRACT

Sepsis is defined as a life-threatening organic dysfunction caused by a dysregulated
host response to infection, responsible for a large proportion of admissions to Intensive
Care Units (ICU) and also for large expenses in the Unified Health System (SUS).
Sepsis survivors have reduced quality of life, affecting cognitive, mental and physical
functions. The most serious cases are in the elderly, children and patients with
comorbidities. There is no specific treatment for sepsis, its treatment is only basic
supportive therapy, such as intravenous volume replacement and, if necessary,
vasopressor therapy, oxygen support when necessary, use of broad-spectrum
antibiotics and control of the infectious focus. Acute kidney injury associated-sepsis
(AKI-AS) causes decreased global renal blood flow and secondary tubular epithelial
cell death, or acute tubular necrosis, and one in three septic patients develops AKI-
AS. The endocannabinoid system has proven to be very effective as a therapeutic
target for some pathologies, as it can modulate the immune and cardiovascular
systems. Type 2 cannabinoid receptors (CB2) have been identified as possible
therapeutic targets in pathological conditions such as atherosclerosis, ischemia-
reperfusion damage and fibrosis. A recent study showed that the activation of CB2
receptors increases renal perfusion through a direct vascular effect, independent of
products from cyclooxygenases and nitric oxide synthase enzymes. Furthermore,
studies indicate that these receptors are regulated differently depending on the tissue,
according to gender and in different pathologies. Therefore, the objective of this work
is to test the hypothesis that CB2 receptors increase blood flow and improve renal
function resulting from sepsis and post-sepsis. Swiss mice were subjected to the “cecal
slurry” model of peritonitis and divided into two groups that received vehicle and CB2
agonist (B-caryophyllene). Sham animals were used as controls. The following
cardiovascular parameters were evaluated: blood pressure, heart rate, renal blood
flow. Plasma markers (urea and creatinine) were also evaluated. Finally, the
expression of CB2 receptors and expression of the KIM-1 molecule, a marker of kidney
damage, were investigated in the kidneys using the Western Blotting method. With this
study, we can confirm that the Cecal Slurry sepsis model mimics the clinical damages
of sepsis such as hypothermia, loss of body mass, causes hypotension and decreased
renal blood flow. And that treatment with B-caryophyllene improves renal blood flow in
animals surviving sepsis. Overall, this study contributes to increasing understanding of
the role of B-caryophyllene in renal and vascular changes associated with sepsis,
aiming to identify new promising targets for future therapeutic interventions.

Keywords: kidney disease; cannabinoid; septic shock.
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1 INTRODUGAO

1.1 SEPSE E CHOQUE SEPTICO: DEFINICAO E FISIOPATOLOGIA

De acordo com o Terceiro Consenso Internacional para Sepse e Choque Séptico
(Sepsis-3), a sepse é definida como uma disfungdo orgénica com risco de morte
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a infecgdo. Diferente da
definicdo prévia (Sepsis-2) que enfatizava a resposta infamatoria, a atual tem como
ponto principal a disfungéo de 6rgaos (Singer et al., 2016).

Para a avaliacdo da severidade séptica em humanos, utiliza-se o escore SOFA
(Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure Assessment), que analisa parametros
respiratérios (pressdo parcial de oxigénio e fragdo de oxigénio), de coagulagéo
(plaguetas), hepaticos (bilirrubina), cardiovascular (pressao arterial), neurolégico
(escore de coma de Glasgow) e renal (creatinina e débito urinario). Dessa forma, foi
estabelecido que a disfungéo de 6rgaos é definida com o aumento de 2 ou mais pontos
na escala SOFA e isto, por sua vez, tem sido correlacionado com o aumento
de mais de 10% na mortalidade hospitalar (SINGER et al., 2016). Além do SOFA,
desenvolveu-se o qSOFA (Quick Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure
Assessment) que utiliza apenas o0s parametros respiratérios, mentais e
cardiovasculares, com o objetivo de uma avaliagdo mais rapida por nao precisar de
exames laboratoriais, facilitando o diagnéstico (Singer et al., 2016).

Mundialmente, ha uma estimativa de mais de 30 milhdes de casos por ano
(Fleischmann et al., 2016). No Brasil, a incidéncia é de 200 mil mortes em pacientes
adultos com sepse tratados em UTI por ano. Além disso, houve uma variabilidade
substancial na disponibilidade de recursos basicos para o tratamento da sepse, e
menos recursos disponiveis foram associados a piores resultados (Machado et al.,
2017). Nos EUA, por exemplo, a sepse é a causa mais comum de mortes hospitalares
e custa mais de US$ 24 bilhdes anualmente (Rudd et al., 2020).

1.1.1 Fisiopatologia da sepse

A sepse é uma sindrome extremamente complexa e diversificada que se origina
de uma resposta desregulada do organismo diante de uma infecgdo. E essencial
destacar que, mesmo apos o tratamento bem-sucedido da infeccéo, a resposta imune
descontrolada muitas vezes persiste, embora a infeccéo seja o evento desencadeador
(POLL et al., 2017).
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Os sitios de infecgdes mais comuns que conduzem a sepse sdo: o sistema
respiratério (64% dos casos), seguido pelas infecgdes abdominais (20%), da corrente
sanguinea (15%) e do trato genitourinario e renal (14%) (VINCENT et al., 2006, 2009;
KARLSSON et al., 2007). Depois que ocorre a infec¢do, as células do sistema imune
inato do hospedeiro reconhecem o patdgeno invasor por meio dos receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs, do inglés, Pattern Recognition Receptors). Esses
receptores identificam estruturas conservadas dos patdégenos, conhecidas como
padrées moleculares associados a patogenos (PAMPs, do inglés, Pathogen-
Associated Molecular Patterns). Além disso, os PRRs também tém a capacidade de
reconhecer sinais endoégenos de perigo, conhecidos como padrées moleculares
associados a danos (DAMPs, do inglés, Danger-Associated Molecular Patterns).
Esses DAMPs séao liberados durante o estresse inflamatorio, o que, por sua vez,
complementa a ativacéo do sistema imune do hospedeiro (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

As células endoteliais desempenham um papel crucial na resposta inflamatéria
durante um episodio de sepse, influenciando eventos celulares e vasculares. As
citocinas liberadas pelas células inflamatodrias residentes estimulam a sintese de
moléculas de adesao na superficie das células endoteliais, tais como a molécula de
adesao intercelular-1 (ICAM-1), a molécula de adesao celular-vascular (VCAM-1) e
selectinas. Essas moléculas promovem a migragao de leucdcitos da microcirculagao
para as areas infectadas. Isso resulta em um aumento da permeabilidade vascular,
levando ao extravasamento de fluido e proteinas plasmaticas nos tecidos (KING et al.,
2014; PONS et al., 2020).

A resposta inflamatodria excessiva € a caracteristica principal da sepse, levando
a danos graves ao hospedeiro devido a produgdo descontrolada de mediadores
inflamatorios. Além disso, esses eventos inflamatérios antecedem a disfungao
endotelial, resultando no comprometimento do tdnus vasomotor e da microcirculagao.
Esses fatores combinados estdo diretamente associados a faléncia de multiplos
orgaos que € comum na sepse, contribuindo significativamente para as elevadas taxas
de mortalidade associadas a essa sindrome (COHEN, 2002; PONS et al., 2020).

1.1.2 Pés-sepse

Pacientes que sobrevivem a sepse podem desenvolver uma variedade de
deficiéncias que afetam fungbes cognitivas, mentais e fisicas, conhecidas como
sindrome pods-sepse (SPS) (NEEDHAM, et al., 2012). Como resultado, a qualidade
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de vida relacionada a saude pode ser reduzida por meses ou anos (DAVYDOW, et al.,
2009).

A infecgdo € um importante desencadeador de sindromes coronarias agudas,
causando isquemia por aumento da demanda, disfuncido endotelial, estados pré-
coagulantes e a infiltragdo de células inflamatodrias (como linfécitos T, macréofagos e
neutrofilos) nas placas ateroscleroticas. Essas consequéncias infecciosas podem
aumentar o risco a curto prazo de eventos cardiovasculares, incluindo acidente
vascular cerebral, infarto do miocardio e doenca arterial coronaria fatal (CORRALES-
MEDINA, et al. 2013). A hospitalizagdo devido a pneumonia aumenta quatro vezes o
risco de desenvolver doencgas cardiovasculares nos primeiros 30 dias pos-infeccao e
permanece elevada por 10 anos (CORRALES-MEDINA, et al., 2015).

Yende et al. (2014) descobriram que sobreviventes de sepse grave tinham um
risco aumentado em 13 vezes de desenvolver eventos cardiovasculares em
comparagao com controles ndo pareados e um risco aumentado em 1,9 vezes em
comparagao com controles da populagao correspondente (YENDE, et al., 2014).

Os efeitos a longo prazo da sepse incluem desregulagbes imunometabdlicas,
neurocognitivas, psiquiatricas e fisicas. Esses efeitos levam a um aumento na
mortalidade e uma piora na qualidade de vida relacionada a saude. Profissionais de
saude e membros da familia suportam um custo significativo, tanto financeiro quanto
energético, no cuidado a esses pacientes com graves problemas de saude. Esse
periodo, conhecido como sindrome pos-sepse, € uma entidade de importancia recém-

descoberta e objeto de muita exploracao (MOSTEL, et al., 2020).

1.1.3 Modelos para estudo da sepse
Os modelos que mimetizam o quadro séptico incluem rompimento de barreiras
de protecao naturais como o CLP (ligacao e perfuracao do ceco) e modelos que
incluem a administragao de um patdégeno viavel como a injecao de bactérias
(RITTIRSCH et al., 2009), como por exemplo, o modelo de sepse induzido por
pneumonia através da administracio intratraqueal da bactéria K. pneumoniae. Este
modelo mimetiza um foco infeccioso de inicio pulmonar que ira progredir para um
quadro séptico (SORDI, et al., 2013)
Um outro modelo que vem sendo bastante utilizado é o Cecal Slurry (CS). Este
modelo mimetiza o quadro de sepse de maneira semelhante ao modelo de CLP, no

entanto, € um modelo de facil execugao, baixo custo e maior reprodutibilidade (STARR
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et al.,, 2014). Além disso, por ndo necessitar de procedimento cirurgico € menos
agressivo e promove menos sofrimento aos animais. Ele consiste em coletar residuo
cecal fresco de um animal doador, solubiliza-lo em salina, para entdo o conteudo
padronizado ser administrado com auxilio de agulha e seringa na cavidade peritoneal
(STARR et al., 2014).

De acordo com recentes estudos sobre refinamento de modelos de sepse, €
aconselhavel para melhor mimetizar o que acontece na clinica, que variaveis
bioldgicas relevantes e comorbidades devam ser incluidas nos designs experimentais
em estudos de sepse (ZINGARELLI et al., 2019).

Pessoas de idade avancada, sexo masculino e condi¢gdes cronicas de saude
preexistentes sao particularmente propensas a desenvolver sepse grave; portanto,
estudos visando atingir este publico e estratégias de prevengdo devem ser

direcionadas a essas populagdes vulneraveis (MAYR et al., 2014).

1.2 DISFUNCAO RENAL E INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA)

Insuficiéncia renal aguda (IRA) é definida por uma perda imediata na fungao
renal devido a uma série de fatores, incluindo o inicio de sepse, exposicdo a
nefrotoxinas. Orgaos como rins, figado e baco sofrem hipoperfuséo devido a isquemia
(BASILE, et al., 2012; WANG, et al., 1992).

A sepse é uma das principais causas de IRA, e varios mecanismos, incluindo
alteracdes na microcirculagao, estresse oxidativo e disfuncio das células endoteliais,
estdo envolvidos (revisado em OLIVEIRA, et al., 2022).

O paradigma fisiopatolégico predominante atribui a insuficiéncia renal aguda
associada a sepse (IRA-AS) a diminuicao do fluxo sanguineo renal global e a morte
celular epitelial tubular secundaria, ou necrose tubular aguda (PEERAPORNRATANA
et al., 2019).

A verdadeira incidéncia é dificil de estimar, mas alguns estudos relatam que a
IRA ocorre em um a cada cinco pacientes adultos hospitalizados, 0 que representa
quase 50% dos pacientes adultos que recebem cuidados intensivos (revisado em
OLIVEIRA, et al., 2022).

Estima-se até 19 milhdes de casos de IRA em todo o mundo por ano, mas a
verdadeira incidéncia é presumivelmente muito maior. Sendo uma complicagcao
frequente em pacientes criticamente enfermos e associada a uma alta morbidade e

mortalidade. Embora a sepse seja o principal fator para o desenvolvimento de IRA, a
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IRA de qualquer origem € associada com um alto risco de desenvolvimento de sepse
(PEERAPORNRATANA et al., 2019).

A molécula de lesédo renal (KIM) -1, também conhecida como dominios de
mucina de imunoglobulina de células T (TIM) -1, € uma proteina da superfamilia de
imunoglobulinas que € marcadamente regulada positivamente no tubulo proximal do
rim lesionado ou doente (MORI, et al., 2021). Recentemente foi relatado que o
transdutor de sinal do fator de transcricdo e ativador da transcricdo 3 (STAT3) é
fosforilado pela quinase de checkpoint 1 e/ou quinases 1 e 2 reguladas por sinal
extracelular (ERK1/2) apés lesado renal, o que leva a regulagéo positiva da expressao
de KIM-1 (AL-BATAINEH, et al., 2021).

1.3 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O sistema endocanabinoide (eCB) compreende os receptores canabinoides do
tipo 1 (CB+4) e do tipo 2 (CB2) e seus ligantes enddgenos conhecidos como
endocanabinoides. Até o momento, ambos os receptores canabinoides clonados sao
acoplados a proteinas Gi/0, por meio das quais eles modulam a atividade de adenilato
ciclase (efeito inibitério), quinases de proteina ativadas por mitégenos (efeito
estimulatorio) e, no caso dos receptores CB+, canais de calcio sensiveis a voltagem
(efeito inibitdrio) e canais de potassio retificadores internos (efeito estimulatério), para
transmitir a ligacao de agonistas em respostas bioldgicas (revisado em MARZO, et al.,
2004)

A AEA e o0 2- AG sao sintetizados a partir de lipideos de membrana de maneira
dependente de calcio e sob demanda, nao sendo, portanto, armazenados, e atuam
principalmente como neuromoduladores e imunomoduladores, mostraram alta
afinidade de ligacado aos receptores CB+4 quanto aos receptores CB2 (PERTWEE,
2005).

O receptor CB2 foi clonado em 1993 a partir de células humanas de leucemia
promielocitica da linhagem HL-60 (MUNRO, et al, 1993). Sua sequéncia de
aminoacidos apresenta aproximadamente 44% de homologia com os residuos de
aminoacidos do CB1. O CB2 é encontrado principalmente em células do sistema
imunoldgico, onde os niveis de expressao foram encontrados mais altos do que os do
CB1 (YE, et al., 2019).

O eCB desempenha um papel critico nas dores crénicas e nos transtornos de

humor, e tem sido extensivamente estudado devido ao seu amplo potencial
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terapéutico e por ser um alvo promissor para o desenvolvimento de novos
medicamentos (revisado em REZENDE, et al., 2023).

1.3.1 Sistema endocanabinoide nos rins

A maioria dos estudos até o momento tem focado no papel dos receptores CB+
no sistema nervoso central e em nervos e ganglios (FORD, et al., 2021), em grande
parte devido aos seus efeitos psicotropicos e no tratamento da dor. No entanto, nos
rins, os receptores CB1 consistentemente demonstram efeitos prejudiciais (PRESSLY,
et al., 2019). De grande interesse para este projeto, os receptores canabinoides s&o
expressos em células do tubulo proximal e células mesangiais (BARUTTA, et al.,,
2011).

A infusdo de AEA (agonista de receptor CB4) diminui a taxa de filtracdo
glomerular e aumenta o fluxo sanguineo renal, independentemente das alteragdes na
pressao arterial. In vitro foi mostrado que o AEA dilata as arteriolas de maneira
dependente de receptores CB1(BARUTTA, et al., 2018).

Estudos exploraram a possibilidade de que os efeitos benéficos do bloqueio de
receptores CB1 no metabolismo resultariam na melhoria da lesdo renal associada a
obesidade e a sindrome metabdlica (JANIAK, et al., 2007).

Dados disponiveis até o0 momento sugerem que insultos metabdlicos e outros
induzem um desequilibrio no eCB renal com a sinalizagdo de receptores CB1
prevalecendo sobre CB2, resultando em estresse oxidativo e inflamacgao seguida de
disfungao celular, apoptose e fibrose (BARUTTA, et al., 2018).

Por outro lado, a ativagao de receptores CB> aumenta a perfusao cortical renal,
promove dilatagdo arteriolar aferente e também, promove o aumento da perfusao
renal de animais saudaveis (PRESSLY, et al.,, 2019). PRESSLY e colaboradores
(2019) mostraram aumento no fluxo sanguineo cortical renal mediado pelo agonista
CB> SMM-295. Esse efeito pode ser atribuido a dilatagdo dos vasos sanguineos
periféricos que ocorre através da ativacao dos receptores CBy, incluindo aqueles nos
rins, uma vez que uma reducao significativa na pressao arterial média foi associada
ao aumento na perfusao renal mediado pelo SMM-295.

Jenkins e colaboradores (2014), avaliaram os efeitos da ativacdo e do
antagonismo de receptores CB> nos rins de ratos com obesidade induzida por dieta.
A estimulagao dos receptores CB2 com AM1241 diminui a progressao da disfungao

renal relacionada a obesidade, conforme medido pelas taxas de proteina na urina e
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excrecado de sodio renal. Por outro lado, o antagonismo dos receptores CB> com

AMG630 reduz a depuragao de creatinina, indicando uma piora na funcéo renal.

1.3.2 Receptores CB,; como alvo terapéutico

Por se tratar de uma condi¢cdo que permanece sem tratamento adequado, a
busca de novos alvos terapéuticos na sepse sdo de grande importancia e de extrema
urgéncia. Desta forma, o sistema endocanabinoide, particularmente os receptores
CB2, surge como uma possibilidade interessante devido ao seu envolvimento na
fisiologia cardiovascular e na inflamagado (STEFFENS; et al., 2012), objetos de
interesse do nosso grupo de pesquisa.

Neste sentido, agonistas CB2 tém sido apontados como possivel terapia em
condi¢gdes como aterosclerose, dano de isquemia e reperfusao, fibrose renal e
hepatica, cancer e osteoporose (revisado em DHOPESHWARKAR & MACKIE, 2014).

Estudos prévios demonstraram que em animais submetidos ao modelo de CLP,
o tratamento com agonista CB2> aumentou a sobrevida de animais e diminuiu a
bacteremia, o dano pulmonar e o recrutamento de neutréfilos (TSCHOP et al., 2009).
Foi demonstrado no modelo de sepse induzido por pneumonia que ativacao dos
receptores CB2 pode ser benéfica na sepse ao atenuar o estado hiper inflamatério que
ocorre nessa condigdo, promovendo a redugdo da migragao de células para o foco
infeccioso, numero de UFC no lavado broncoalveolar (BAL), extravasamento de
proteinas, atividade da mieloperoxidase, expressao da enzima oxido nitrico sintase 2
(NOS2) e ativagao do fator de transcrigao nuclear kappa B (NFkB) (SOUZA, 2021).

Entre os agonistas CB: utilizados hoje na pesquisa, o B-cariofileno tem se
mostrado interessante por ser encontrado naturalmente em odleos essenciais de
diversas plantas como a pimenta preta, orégano e a canela, e € um componente
importante, que pode representar até 35% do 6leo essencial de Cannabis sativa. O [3-
cariofileno é volatil, pouco soluvel em agua e sensivel a luz, oxigénio, umidade e alta
temperatura (LIU, et al.; 2013).

Sabe-se que além de apresentar alta afinidade por receptores CB: e baixa, ou
nenhuma, afinidade por receptores CB1 (GERTSCH et al., 2008), o B-cariofileno pode
atuar em outros receptores, como o PPARy (YOUSSEF; EL-FAYOUMI; MAHMOUD,
2019).

Os efeitos do B-cariofileno ja foram avaliados em um modelo murino de

nefropatia induzida por cisplatina, os resultados demonstraram uma melhora na
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funcao renal, na lesdo morfolégica, na resposta inflamatéria, bem como uma redugao
do estresse oxidativo e da morte celular. Além disso, este estudo revelou que tais
efeitos estavam ausentes em camundongos knockout para o receptor CB, (HORVATH
etal., 2012).

Assim, o receptor CB: é considerado um potencial alvo terapéutico em diversas
patologias com componente inflamatério, ja que é predominantemente expresso em
células e tecidos do sistema imune (MORALES et al., 2016; DIMARZO, 2018).

2 HIPOTESE

A hipotese deste estudo é que os receptores CB2 exercem um papel chave na
insuficiéncia renal associada a sepse e ao pés-sepse, aumentando o fluxo sanguineo

local e melhorando a fungao renal.

3 OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo € avaliar o efeito do B-cariofileno nas alteragdes
vasculares e renais associadas a sepse e ao pos-sepse em um modelo de peritonite
em camundongos machos.

Como objetivos especificos, temos:

1- Padronizar e induzir a sepse experimental através do modelo Cecal Slurry e
avaliar temperatura, peso, escore de severidade séptica e taxa de mortalidade;

2- Avaliar na sepse e no pds-sepse 0s seguintes parametros renais: expressao
da molécula KIM-1 e de receptores CB2, fluxo sanguineo renal, determinagdo de
marcadores plasmaticos de fungao renal (ureia e creatinina) e parametros urinarios
(pH, densidade, proteinuria);

3- Avaliar na sepse e no pds-sepse 0s seguintes parametros cardiovasculares:
pressao arterial, frequéncia cardiaca, e resposta a agentes vasopressores;

4- Avaliar os efeitos do B-cariofileno nas alteracées observadas pelos objetivos

especificos 1 a 3.

4 MATERIAL E METODOS
41  ANIMAIS

Foram utilizados 472 camundongos sui¢cos machos com idade entre 135 e 180
dias, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
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(UFSC). O calculo amostral foi realizado utilizando-se o programa GPower (Franz
Faul, Germany). O calculo amostral foi realizado com base em estudos prévios
realizados com metodologia semelhante (JIAN et al., 2019). Foi adotado um nivel de
significancia de a=0,05 para 2 grupos experimentais (pds-sepse + veiculo; pos-sepse
+ tratamento). Os calculos foram realizados com base na varidncia média e desvio
padrdo comuns, estabelecendo um poder do teste de 90%. Assim, para a variavel
NGAL, foi obtido um desvio padrao de 41 e 184, respectivamente, resultando em um
tamanho amostral de 12 animais por grupo. Em média, € necessario 1 camundongo
doador para cada 3 camundongos receptores.

Os animais foram trazidos para o biotério setorial do Laboratério de
Farmacologia Cardiovascular e Renal (LabCaRe) onde foram tratados com anti-
helmintico Albendazol (2mL/300mL agua de beber) por 3 dias. Apds este tratamento,
os animais foram mantidos em repouso por 7 dias antes da realizacdo dos
experimentos. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada

(22 £ 2°C), ciclo claro/escuro (12 h/12 h) e com livre acesso a comida e agua.

4.2 INDUCAO DA SEPSE PELO MODELO CECAL SLURRY (CS)
O modelo foi realizado conforme trabalhos prévios (STARR et al, 2014; RINCON
et al., 2021).

Preparacdo do Cecal Slurry: camundongos suicos machos utilizados como

doadores, foram sacrificados com cetamina e xilazina seguido por deslocamento
cervical. Realizou-se uma laparotomia, o ceco foi localizado, retirado e o conteudo
cecal coletado, pesado e homogeneizado com PBS para se obter uma suspenséao
cecal com a concentragao final de 100 mg de conteudo cecal em 1 mL de solugao.
Para garantir a reprodutibilidade, o procedimento foi padronizado pelo uso de uma
solugao fresca preparada a partir de camundongos doadores que vivem nas mesmas
condi¢des que os animais experimentais. A solugao foi filtrada 3 vezes através de um
filtro de malha de nailon de 70 um (BD Biosciences, Franklin, NJ) para remover
grandes particulas.

Inducdo da sepse: A sepse foi induzida através da administragao intraperitoneal

(i.p.) de diferentes volumes da solugéo cecal utilizando seringa e agulha 27G. Os
animais foram divididos em 3 grupos e receberam 350, 400 ou 500 uL da solugao
cecal 100 mg/mL. Ou seja, cada animal recebeu X mg, Y mg ou Z mg de conteudo

cecal, respectivamente.
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4.2.1 Pontos finais humanitarios

Embora ndo seja um procedimento cirurgico, apos a administragao da solugao
cecal, foram feitas observacdes e afericbes como massa corporal, temperatura,
desidratacdo, comportamentos, corrimento ocular e/ou nasal, os quais foram anotados
em fichas individuais. Os animais que apresentaram um ou mais sinais clinicos
descritos abaixo foram imediatamente submetidos a eutanasia por sobredosagem
anestésica [cetamina e xilazina (200/50 mg/kg)]:

1) reducédo de peso igual ou superior a 20% em relagao ao peso inicial

2) hipotermia: diferenga de temperatura de 4°C abaixo do normal

3) desidratagdo severa: pingamento de pele sem retorno indica perda hidrica
de até 10%, sem os demais sinais, podera ser feito fluido para reidratacao

4) letargia ou decubito, inabilidade em se mover na gaiola e/ou irresponsividade
quando tocado

5) incapacidade de alcangar comida / agua / deambular normalmente

6) sempre que o experimentador julgar que o sofrimento do animal esta acima

do esperado para o procedimento em questio.

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS E PROTOCOLOS DE TRATAMENTO

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: Controle (sham);
Sepse + veiculo; Pés-sepse + veiculo; Pos-sepse + B-cariofileno. Os animais sépticos
receberam tratamento por administragao oral por ingestao voluntaria, o tratamento
e/ou 6leo eram oferecidos em uma pipeta, sem necessidade de treinar esses animais,
com o agonista CB: B-cariofileno (25 mg/kg) ou veiculo (6leo de amendoim)
administrado uma vez por dia durante 7 dias, a primeira administracao foi realizada 4
horas apds a indugao da sepse. A dose e a via de administragao foram escolhidas de
acordo com os dados da literatura (HORVATH et al., 2012; KRUK-SLOMKA; et al.,
2017; JENKIN; et al., 2016). Animais sham foram utilizados como controle e

receberam uma injecao de PBS (350 uL, i.p.).

4.4  AVALIACAO DA SOBREVIDA, ESCORE DE GRAVIDADE SEPTICA, PESO E
TEMPERATURA
A sobrevida dos animais sépticos foi observada a cada 12 horas pelo tempo de

7 dias ap0s indugéo da sepse. A temperatura foi aferida de hora em hora durante as
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6 primeiras horas e uma vez ao dia por 7 dias apos a administragdo de cecal slurry.
Em seguida, foi avaliado o escore de gravidade séptica, onde foram analisados 6
parametros: letargia, pilo erecdo, tremor, exsudato periorbital, estresse respiratorio e
diarreia. Para cada um dos sintomas citados foi atribuido 1 ponto e ao final das
analises, esses pontos foram somados (ALVES et al., 2022). A pesagem dos animais
foi realizada a cada 24 horas por 7 dias. Durante a avaliacdo os animais foram
mantidos em local com temperatura e ciclo de luz controlados, com livre acesso a
ragao e agua. Ao final dos 7 dias os animais que sobreviveram foram submetidos a
avaliacdo do fluxo sanguineo renal conforme descrito abaixo, e em seguida foram
eutanasiados com sobredose anestésica e deslocamento cervical e o sangue, urina e
rins foram coletados.

Apos a indugao da sepse, foi fornecido fonte de calor aos animais, que constituia

em um pano de algodao.

45 CONSUMO DE RACAO

Para a avaliacdo do consumo de racgao, foi utilizada uma balanca e um
recipiente plastico, e toda a racdo da caixa era pesada do dia0 até odia 7.

O peso diario da racao era dividido pela quantidade de animais que estavam

dentro da caixa. Logo, foi feita a média de consumo de ragao diaria individual.

46 AVALIACAO DO FLUXO SANGUINEO RENAL

Neste grupo de experimentos, foi realizada a aferigdo do fluxo sanguineo renal
através do laser doppler. Os animais foram anestesiados com isoflurano 3% por via
inalatéria (3% indugao, 2% manutengao). Foi realizada a antissepsia do abdémen com
alcool iodado (iodo 0,1% e alcool etilico 50% v/v) e uma incisdo longitudinal de
aproximadamente 2 cm foi feita no flanco esquerdo do animal em decubito lateral. Ao
localizar o rim esquerdo, foi inserido sob a superficie renal uma sonda (modelo VP1T)
conectado ao laser Doppler de monitoramento de fluxo sanguineo (moor VMS-LDF2,
Moor Instruments, Inglaterra). A sonda laser foi mantida fixa para evitar variagbes
bruscas nos valores do fluxo. A incisao cirurgica era coberta com uma gaze embebida
de solugao salina estéril e os valores de fluxo sanguineo renal foram obtidos através

do software PowerLab® acoplado ao sistema.
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4.7 AVALIACAO DE MARCADORES BIOQUIMICOS NO PLASMA

Amostras de sangue foram centrifugadas a 1500 g por 10 minutos para obtengao
do plasma. Os niveis plasmaticos de ureia e creatinina foram realizados
utilizando kits comerciais da Labtest, UREIA CA e CRETININA K VE, respectivamente,
e os resultados foram obtidos através da multileitora Infinite m200 TECAN. Os valores

foram expressos em mg/dL.

48 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL, FREQUENCIA CARDIACA E
RESPOSTA AO VASOCONSTRITOR NORADRENALINA

Foi feita a afericdo da pressao arterial e frequéncia cardiaca de forma invasiva
nos animais. Os camundongos foram anestesiados com a solugéo de cetamina e
xilazina (90 e 10 mg/kg, respectivamente) por via intramuscular (i.m.). Posteriormente,
foram posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa cirurgica aquecida (37 °C).
Ap0ds a localizagao da artéria femoral esquerda, foi inserida uma canula de polietileno
(PE 50) e seringa. Esse acesso foi utilizado como via de administragdo dos diferentes
agentes vasoativos. Na sequéncia, a artéria carétida esquerda foi localizada e
cuidadosamente separada do nervo vago e tecidos adjacentes. A artéria teve seu fluxo
sanguineo temporariamente suprimido por compressao de uma pinga curva. Em
seguida, foi inserida uma canula de polietileno (PE 50) devidamente heparinizada (50
Ul/mL solucéo salina), a qual foi amarrada na artéria e conectado a um transdutor de
pressao descartavel acoplado ao PowerlLab 8/30 (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill,
Australia). Os valores basais de pressao arterial média (PAM), sistdlica (PAS),
diastdlica (PAD) (em mmHg) e frequéncia cardiaca (em batimentos por minuto, bpm)
foram obtidos apés 10 minutos de estabilizagcao, sendo registrados em um computador
por um software de integracdo (LabChart7®). E para a avaliagdo da resposta ao
vasoconstritor noradrenalina, foi feita a canulagao da artéria femoral e utilizada uma

bomba de infusdo para infundir a droga na concentragao de 2, 6 e 20 nmol/kg.

4.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS POR WESTERN BLOTTING

Para a técnica de Western blotting os tecidos de interesse (rins) foram
pulverizados em nitrogénio liquido. Apéds, foi adicionado, nas amostras ja
pulverizadas, tampao de lise [(Na2VO4 100 mM, fluoreto de fenil-metano-sulfonil
(PMSF) 100 mM, coquetel de inibidores de proteases 1% (Sigma-Aldrich Co. LLC, St.
Louis, MO, EUA; P8340) em T-Per (Tissue Protein Extraction Reagent; Thermo
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Scientific, Rockford, IL, EUA), que promove a ruptura das células do tecido para a
extragdo das proteinas. Em seguida as amostras foram homogeneizadas por
sonicagao (60 Watts, 10 segundos). Os homogenatos foram centrifugados a 9000 g
por 20 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi obtido. Foi separada uma aliquota do
sobrenadante para a quantificacdo das proteinas das amostras, realizada através do
ensaio de Bradford. Foi feita a desnaturacdo das proteinas no restante do
sobrenadante através da adigao do tampao de amostra (glicerol 25%, mercaptoetanol
14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%). As amostras foram
fervidas (95 °C, 10 minutos) e permaneceram armazenadas a -80 °C até o momento
da eletroforese. As amostras foram submetidas a eletroforese utilizando um gel de
separagao (acrilamida 7%, bis-acrilamida 0,2%, Tris 1.5 M, SDS 0,1%, persulfato de
amodnia 0,04% e TEMED 0,06%) e um gel de entrada (acrilamida 5%, Tris 0.5 M, SDS
0,1%, persulfato de aménia 0,04% e TEMED 0,06%), que separam as proteinas de
acordo com o peso molecular. A eletroforese foi realizada em uma cuba especifica
(90 V; ~ 3 horas) e logo apds, as proteinas presentes no gel foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (100 V; 1 hora; 4 °C). As membranas foram coradas com
vermelho de Ponceau 0,2% (v/v) em &cido tricloacético 3% (v/v) para visualizagao e
controle da transferéncia das proteinas, e lavadas trés vezes (10 minutos), sob
agitagao, com TBS-T (Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, Tween 20 (0,05%; v/v), pH 7,5)
para retirada do corante. Entdo foram incubadas por 1 hora sob agitagao, com solugao
para bloqueio das possiveis ligagdes inespecificas (leite desnatado 5% em TBS-T;), e
posteriormente incubadas com os anticorpos primarios especificos anti-CB2 (1:1000;
Cayman, 101550) e molécula de lesao renal 1 (KIM-1, do inglés kidney injury molecule
1, Thermofischer 1:1000) por 18 horas a 4 °C, sob agitagdo. Depois, foram realizadas
trés lavagens (10 minutos), sob agitacdo, com TBS-T, e as membranas foram
incubadas com um anticorpo secundario — Rabbit, anti-lgG conjugado com peroxidase
(1:5000; CellSignalling Tech, Danvers, MA, EUA, Lote: 0022). Novamente foram
realizadas trés lavagens, e os imunocomplexos foram revelados através da técnica de
quimioluminescéncia usando um sistema de fotodocumentagao (ChemiDoc MP, Bio-
Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EUA). As analises quantitativas foram
determinadas através da densitometria das bandas através do programa ImageLabTM
software (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EUA). Os resultados foram
expressos graficamente como uma porcentagem relativa ao grupo controle. Na

analise de Western blotting, as bandas mais proeminentes foram selecionadas para
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serem quantificadas. As membranas eram reutilizadas para mais uma incubagao apoés
passarem por tratamento para remoc¢ao dos anticorpos primarios e secundarios com
strip buffer (1,5% glicina, 0,1% SDS, 1% [v/v] tween® 20, pH = 2,2).

410 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao (DP). A analise
estatistica foi realizada pela andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias
seguida pelo post hoc de Tukey (multiplas comparag¢des). Quando necessario, 0s
dados foram transformados em logaritmos para alcangarem normalidade e
homogeneidade de variancia, os quais foram comprovados através dos testes de
Shapiro-Wilk e de Bartlett, respectivamente. Para analise da curva de sobrevida, foi
utilizado o teste de Mantel-Cox.

O nivel de significancia aceito para os testes foi de 0,05. Todos os testes

estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPadPrism® versao 9.

5 RESULTADOS
5.1 PADRONIZACAO DO MODELO DE SEPSE CECAL SLURRY

Inicialmente foi feita a padronizacdo do modelo de sepse experimental Cecal
Slurry. Para isso, diferentes volumes da solugdo cecal (350 a 500 pL) foram
administrados pela via intraperitoneal em cada animal. Foi possivel observar uma
perda de massa corporal ao longo dos 7 dias nos animais sépticos quando
comparados ao grupo sham (Figura 1A). Foi observada reducéao da temperatura nos
animais sépticos nas 6 horas iniciais apds o procedimento em todos os grupos quando
comparados ao grupo sham (Figura 1B). Entretanto, ao se avaliar ao longo de 7 dias,
apenas os grupos que receberam 350 e 400 yL exibiram alteracdo na temperatura
(Figura 1C).



30

Figura 1 — Massa corporal e temperatura na sepse e no pds-sepse.

A -4~ Sham
0 -m Sepse 350 pL
2 5 -+ Sepse 400 pL
= 5
ﬁ -+ Sepse 500 L
g 10+ * %
@ *
T
& 15
S
[
o
-20-
I T T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 7
Dias
40
Q38
o
5 36
I
g 344 .
§
o 321 *
30-
I T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Horas
40
9 38
©
5 36 M
[
g 34
§
o 32
30-
I T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 7

Dias

Os animais sobreviventes foram acompanhados por 7 dias apds a indugdo do modelo de sepse Cecal
Slurry e foi aferida a massa corporal (A) e a temperatura (C); Sham (n=12); 350 pyL (n=12-15); 400 uL
(n=4); 500 yL (n=3). No painel B, foi aferida a temperatura dos animais por 6 horas consecutivas apos
a inducdo da sepse; Sham (n=25); 350 uL (n=12); 400 yL (n=21); 500 pL (n=13). Os resultados
representam a média = DP. *p < 0,05 em relagao ao grupo sham (ANOVA de duas vias).

E possivel ver diferenca significativa na pontuacdo do escore de todos os grupos
sépticos em 24 horas em relagcdo ao sham. Em 7 dias, os animais ja haviam se
recuperado, observando-se o escore 0 em todos os grupos (Figura 2A). Como
esperado, o grupo de animais que recebeu 350 uL de CS foi o que obteve um menor
escore e consequentemente menor mortalidade.

Como a dose de 350 uL de conteudo cecal foi a que causou menor mortalidade
(Figura 2B), mas ainda assim, os animais exibiram sinais de sepse, esta foi a dose

escolhida para seguir com as demais analises. Foram entdo avaliados parametros
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cardiovasculares como frequéncia cardiaca, pressao arterial média (PAM), presséo

arterial sistolica (PAS) e presséo arterial diastélica (PAD).

Figura 2 — Escore de severidade séptica e curva de sobrevida.
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O escore de severidade séptica foi determinado em 24 horas e 7 dias, e parametros como letargia,
piloerecao, tremor, exsudato periorbital, estresse respiratério e diarreia foram avaliados. Sham (n=12);
sepse 350 uL (n=12); sepse 400 uL (n=4); sepse 500 yL (n=3) (A). Os animais foram submetidos a
inducdo do modelo de sepse Cecal Slurry e a sobrevida foi avaliada por 7 dias nos animais
sobreviventes. Sham (n=30); sepse 350 uL (n=30); sepse 400 uL (n=21); sepse 500 uL (n=13). *p <
0,05 (Mantel-Cox) (B). Os valores foram expressos como média + desvio padrao. *p < 0,05 (ANOVA de
uma via, Tukey post hoc).

Os animais sépticos exibiram uma diminuigao significativa na PAM (Figura 3A),

PAS (Figura 3B), PAD (Figura 3C), tanto em 24 horas como em 7 dias, em relagao ao

grupo sham. Entretanto, ndo houve diferenga significativa na frequéncia cardiaca
(Figura 3D).
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Figura 3 — Alteragdes cardiovasculares observadas na sepse e no pos-sepse.
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Vinte e quatro horas e 7 dias ap6s a indugdo da sepse, os animais foram anestesiados e apds a
canulagcdo da artéria carétida foram obtidos os resultados pelo sistema de aquisicdo de dados
PowerLab. Sham (n= 6 - 10); Sepse 24 horas (n= 5 - 8); Pds-sepse (n= 6 — 9). Os resultados
representam a média = DP. *p < 0,05 (ANOVA de uma via).

Presséao arterial sistélica (mmHg)
Pressao arterial diastélica (mmHg)

E possivel observar uma diferenca significativa no fluxo sanguineo renal (4A)
dos animais sépticos e sobreviventes em relacdo ao sham. Na ureia (4B) ha uma
diferenga significativa no grupo séptico, em relagdo ao grupo sham e também em
relagdo aos sobreviventes. Na creatinina (4C) nao foi possivel observar diferenca

significativa entre os grupos.

Figura 4 - Parametros renais.
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Vinte e quatro horas e sete dias ap6s a indugao da sepse e tratamento com B-cariofileno (25 mg/kg,
v.0.), avaliagao dos niveis plasmaticos de ureia (B) e creatinina (C). Sham (n= 10-20); Sepse 24 horas
(n=4-15); Pods-sepse + veiculo (n=6-8). Sete dias apds a indugdo da sepse e tratamento com -
cariofileno (25 mg/kg, v.0.) avaliagao da perfusao renal (A). Sham (n=12); Sepse 24 horas (n=8); Pds-
sepse + veiculo (n=16). Os resultados representam a média + DP. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias).
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52 AVALIACAO DO TRATAMENTO COM B-CARIOFILENO EM ANIMAIS
SOBREVIVENTES A SEPSE

Os animais sépticos exibiram redugdo da massa corporal (Figura 5A) e do
consumo de ragéo (Figura 5B) quando comparados ao grupo sham. O tratamento dos
animais sépticos com o agonista CB, B-cariofileno, ndo causou alteragdes
significativas na perda de peso ou no consumo de ragdo quando comparado ao grupo

séptico que recebeu apenas veiculo.

Figura 5 — Efeitos do 3-cariofileno na perda de massa corporal € no consumo de ragao
na sepse e no pés-sepse.
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Os animais sobreviventes foram acompanhados e tratados com B-cariofileno (25 mg/kg, v.0) por 7 dias
apos a inducao da sepse e/ou animais sham. Sham (n=12); Pds-sepse+ veiculo (n=12); Pds-sepse +
B-cariofileno (n=17); foi aferida diariamente a quantidade de ragdo de cada caixa e dividida pela
quantidade de animais. Sham (n=6); Pds-sepse + veiculo (n=6); Pds-sepse + B-cariofileno (n=7). *p <
0,05 (ANOVA de duas vias).

Tanto os animais sobreviventes a sepse que receberam veiculo ou B-cariofileno
demonstraram uma diminuigdo significativa na temperatura nas 6 primeiras horas
(Figura 6A) apo6s a inducdo da sepse. Apds 7 dias (Figura 6B) a temperatura

normalizou em todos os grupos.
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Figura 6 — Efeitos do B-cariofileno na temperatura na sepse e no pds-sepse.
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Temperatura dos animais obtida por via retal por 6 horas consecutivas e 7 dias apds a indugéo da
sepse e tratamento com B-cariofileno (25 mg/kg, v.0). Sham (n=12); Pds-sepse + veiculo (n= 12-13);
Pds-sepse + B-cariofileno (n= 17-20). *p < 0,05 (ANOVA de duas vias).

O tratamento dos animais sépticos com [3-cariofileno nao foi capaz de alterar o

escore de gravidade séptica (Figura 7A) ou a sobrevida dos animais (Figura 7B).

Figura 7 — Avaliagao da severidade séptica por escore e sobrevida.
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Foram avaliados parédmetros como letargia, piloerecdo, tremor, exsudato periorbital, estresse
respiratorio e diarreia 1 e 7 dias ap6s a indugéo da sepse e tratamento com B-cariofileno (25 mg/kg,
v.0) (A). Sham (n=12); Pds-sepse + veiculo (n=12); Pds-sepse + B-cariofileno (n=20). Avaliagdo dos
efeitos do agonista CB:, B-cariofileno, na sobrevida 7 dias apés a inducédo da sepse (B). Sham (n=12);
Pos-sepse + veiculo (n=47), Pos-sepse + B-cariofileno (n=28). Os resultados representam a média +
DP. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias).
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5.3 EFEITO DO B-CARIOFILENO NOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES E
RENAIS

A sepse e o choque séptico sao caracterizados pela instalagcdo de uma série de
eventos cardiovasculares deletérios, comprometendo niveis macro e micro
circulatérios. A incapacidade de manter a pressdo arterial durante a sepse é
consequéncia de uma contratilidade vascular inadequada. Desta forma, a capacidade
contratil promovida pela ativagéo dos receptores bioldgicos foi avaliada in vivo.

Assim, nota-se que em 24 horas e em 7 dias apds a inducdo da sepse, 0s
animais apresentaram uma importante hipotenséo (Figuras 8A — C), evidenciando,
portanto, caracteristicas comuns da sepse. O tratamento com o agonista CB> n&o
alterou nem os niveis pressoéricos dos animais submetidos ao CS (Figuras 8A — C),

nem a frequéncia cardiaca (Figura 8D).

Figura 8 — Alteragbes cardiovasculares no pds-sepse em animais tratados com B-
cariofileno. A Sham
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Sete dias de tratamento com Veiculo ou B-cariofileno (25 mg/kg, v.0.) os animais foram canulados para
a obtencao dos resultados do painel A, B, C e D. Sham (n= 6-12); Pds-sepse + veiculo (n=6); Pds-
sepse + B-cariofileno (n=7 - 10). (ANOVA de duas vias).

Pressao arterial sistélica (mmHg)
Pressao arterial diastélica (mmHg)

Foi avaliada a resposta ao agente vasoconstritor noradrenalina in vivo e, de
acordo com as curvas obtidas, nao houve diferenca entre os grupos experimentais na
duracao da resposta ao vasoconstritor (Figura 9C). Porém, ao se analisar a area sob
a curva da resposta ao vasoconstritor noradrenalina (Figura 9B) e a reatividade
vascular em relagéo a variagao da PAM (delta) (Figura 9A), foi possivel observar que

0s animais sépticos tém a resposta prejudicada em relagao ao sham.
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Figura 9 — Responsividade a noradrenalina em animais sobreviventes tratados com [3-
cariofileno. - Sham
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Sete dias de tratamento com veiculo ou B-cariofileno (25 mg/kg, v.o.). Doses crescentes de
noradrenalina foram administradas i.v. e curvas do tipo dose-resposta foram construidas para a
obtencéo da variagdo da pressao arterial média (PAM; A), area sob a curva (AUC; B) e duragéo da
resposta em segundos (s; C). Sham (n= 6); Pds-sepse + veiculo (n= 6); Pds-sepse + B-cariofileno (n=
7). Os resultados representam a média + DP. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias).

Foi possivel observar que os animais sépticos apresentam reducido do fluxo
sanguineo renal (Figura 10A) em relagdo ao controle. O tratamento com B-cariofileno
nao mostrou diferencga significativa quando comparado com animais sham ou sépticos
que receberam veiculo. E ndo houve alteragdes significativas nos niveis plasmaticos

de ureia e creatinina (Figuras 10B-C).

Figura 10 — Parametros renais em animais sobreviventes tratados com B-cariofileno.
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Sete dias ap6s a indugéo da sepse e tratamento com B-cariofileno (25 mg/kg, v.0.), avaliagéo dos niveis
plasmaticos de ureia (B) e creatinina (C). Sham (n= 10); Pds-sepse + veiculo (n= 6 - 7); Pos-sepse +
B-cariofileno (n= 9 - 10). Sete dias apos a indugéo da sepse e tratamento com B-cariofileno (25 mg/kg,
v.0.) avaliagdo da perfusao renal (A). Sham (n=12); Pos-sepse + veiculo (n=16); Pds-sepse + B-
cariofileno (n=10). Os resultados representam a média + DP. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias).
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Foi possivel observar através dos testes feitos a partir da urina dos animais, que
0s animais sépticos apresentam reagao positiva para urobilinogénio ao comparar com
animais sham. Os animais sépticos exibiram auséncia de acido ascorbico em relagao
ao controle e ao tratamento com B-cariofileno, embora ainda dentro do valor de

referéncia.

Tabela 1 - Teste rapido em urina.

Grupos Sham | Pés-sepse + veiculo | PGs-sepse + B-cariofileno
Bilirrubina 2 3 2 . .
Urobilinogénio 0 1 0 Valor minimo-maximo
_ Cetonas 0 0 0 Bilirrubina 03
Acido Ascérbico 2 0 2 Urobilinogénic 0-4
Glicose 0 0 0  Cetonas i
Proteina 1 2 2 Acido t\s.cnrbu:o 0-2
Glicosze 05
Sangue 0 2 1 Proteina 0-4
pH 5 5 6 Sangue 07
Nitrito 1 1 1 bl 5.3
Leucécitos 1 1 1 v o
Leucocitos 0-3
Densidade 4 3 4 Densidade 0-&

Sete dias apds a indugdo da sepse e tratamento com B-cariofileno (25 mg/kg, v.o.), teste rapido
realizado a partir da urina dos animais. Sham (n= 10); Pds-sepse + veiculo (n= 7); Pds-sepse + [3-
cariofileno (n= 7). Resultados representam a mediana.

54 EXPRESSAO DA MOLECULA DE LESAO RENAL - 1 EM ANIMAIS
SEPTICOS E SOBREVIVENTES A SEPSE TRATADOS COM B-CARIOFILENO

Ao se avaliar a molécula de lesao renal — 1, KIM-1, (do inglés, kidney injury
molecule 1) podemos observar que ha o aumento significativo no grupo pés-sepse +
veiculo em relagcédo ao grupo sham e sepse 24 h. Entretanto, o tratamento dos animais

com o B-cariofileno nao alterou a expressao desta proteina.

Figura 11 — Expressao da molécula de lesao renal -1 (KIM-1).
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Apobs 24 horas da indugdo da sepse e 7 dias de tratamento com veiculo ou B-cariofileno (25 mg/kg,
v.0.) foram coletados os rins dos animais e posteriormente submetidos ao ensaio de Western blotting.
Sham (n=9); Sepse 24 horas (n=10) Pdés-sepse + veiculo (n=10); Pds-sepse + B-cariofileno (n=10). Os
resultados representam a média + DP. *p < 0,05 (ANOVA de uma via).

55 AVALIACAO DA DENSIDADE DE RECEPTORES CB2 NOS RINS DE
ANIMAIS SEPTICOS

Através da técnica de Western blotting, observamos que a expressao de receptores
CB2 néo foi alterada nos rins dos animais que passaram pelo processo de sepse, tanto
aguda quanto pés-sepse, quando comparado aos animais sham. O tratamento com
B-cariofileno também n&o alterou a expressao destes receptores nos animais 7 dias

apos a inducao da sepse.

Figura 12 — Expresséao de receptores CB..
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Ap6s 24 horas da indugéo da sepse e 7 dias de tratamento com veiculo ou B-cariofileno (25 mg/kg,
v.0.) foram coletados os rins dos animais e posteriormente submetidos ao ensaio de Western blotting.
Sham (n= 7); Sepse 24 horas (n=7) Pds-sepse + veiculo (n=7); Pds-sepse + B-cariofileno (n=7). Os
resultados representam a média + DP. *p < 0,05 (ANOVA de uma via).
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6 DISCUSSAO

Existem poucos dados que descrevam as consequéncias a longo prazo da
sepse e como otimizar a saude pos-sepse. As taxas de mortalidade de sobreviventes
a sepse permanecem altas: dependendo da gravidade da sepse, a taxa de
mortalidade pds-alta em um ano varia entre 7-43%, e a taxa de mortalidade em cinco
anos apos sepse grave € de 82% (SLIKKE, et al., 2020). Metade das mortes apos
sepse sao causadas por infecgdes recorrentes e eventos cardiovasculares (WANG, et
al., 2014). A mortalidade a longo prazo é frequentemente devida a chamada “sindrome
pos-sepse” (SPS): um fendmeno definido como uma sindrome fisica, médica,
cognitiva e consistente. A SPS aumenta o risco de readmissao por infecgoes e a
incidéncia de deficiéncia cognitiva, problemas de saude mental, insuficiéncia renal e
acontecimentos cardiovasculares, em comparacdo com doentes hospitalizados sem
sepse (SLIKKE, et al., 2020). Os sobreviventes da sepse tém um risco aumentado de
doencas cardiovasculares e renais fatais, incluindo acidente vascular cerebral, infarto
do miocardio, insuficiéncia cardiaca, arritmia ventricular e doenga renal crbénica (OU,
et al., 2016 & DEVARAJAN, et al., 2015).

Neste cenario, nos propusemos a estudar sobre a sepse aguda e os efeitos do
B-cariofileno nas alteracdes decorrente da sepse em sobreviventes.

Para atingir nossos objetivos, iniciamos com a padronizagéo do modelo de sepse
experimental cecal slurry em camundongos machos, desenvolvido por STARR e
colaboradores (2014). Diferentes dosagens foram testadas, 500 uL, 400 pL e 350 pL,
para a obteng¢ao da dosagem que melhor reproduzisse os danos que a sepse costuma
causar em pacientes na clinica.

Pode-se observar que houve uma queda significativa de temperatura durante
essas 6 horas nos grupos de 500 pL e 400 pL em relagdo ao controle. Logo, a
temperatura foi aferida por 7 dias, e é possivel observar que no 7° dia os animais
haviam recuperado a temperatura normal. Segundo Fonseca (2017) a sepse
frequentemente esta associada a alteragdes na temperatura corporal, que podem
incluir febre ou hipotermia. A resposta termo regulatéria é influenciada pela gravidade
da inflamacéao e pela temperatura ambiente. Em situagbes mais criticas de sepse, é
comum observar a ocorréncia natural de hipotermia, afetando cerca de 10% dos
pacientes hospitalizados. A massa corporal desses animais foi avaliada também por
7 dias, e todos os grupos tiveram reducao significativa em relacdo ao controle.
Pacientes que apresentam a Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS),
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seja de origem seéptica ou ndo, frequentemente vivenciam um aumento no
metabolismo, que tem como objetivo fornecer substratos caldéricos e proteicos
necessarios para os mecanismos imunologicos de defesa e reparacédo de tecidos
(JUNIOR, et al., 1998). Uma consequéncia desse estado metabdlico elevado é a
consideravel perda de massa muscular magra no corpo, que ocorre de maneira
desproporcional em relagdo ao periodo de jejum, resultando em um balango
nitrogenado acentuadamente negativo (CAMPQOS, et al., 1996).

Um escore clinico observado acima de 3 foi classificado como o desenvolvimento
de sepse grave, ao passo que uma pontuagao < 3 indicou o desenvolvimento de sepse
moderada (ALVES, et al., 2022). Observou-se que apenas o grupo de 400 uL
apresentou sepse grave, os grupos de 500 e 350 uL obtiveram sepse moderada. Logo,
observou-se na curva de sobrevida, uma maior mortalidade nos grupos de 400 e 500
ML em relagdo ao grupo controle e também ao grupo de 350 pL o que corrobora com
os dados discutidos acima.

Uma vez que a sobrevida dos demais grupos foi extremamente baixa, para a
realizacdo das demais analises, foi escolhido o volume de 350 pL. O segundo passo
foi avaliar se a administracdo desse volume de pasta cecal reproduzia os danos que
ocorrem na clinica.

Nesse estudo, podemos observar que o0s animais sépticos e animais que
sobreviveram a sepse obtiveram valores de PAM, PAS e PAD reduzidos em relagao
ao controle, com base em dados do grupo (FERNANDES, et al., 2021) que relatam
que na condigao séptica, a disfungao cardiovascular é caracterizada por hipotenséo
que necessita de terapia vasopressora e esta relacionada a uma redugdo na
sobrevida. Essa disfungdo estd presente em pelo menos 66% dos pacientes com
sepse e é considerada um fator prognoéstico desfavoravel (OSTERBUR, e al., 2014).

Como citado anteriormente, os animais sépticos t€m uma maior perda de massa
e menor consumo de racdo em relagdo ao sham, e o tratamento com o B-cariofileno
nao alterou significativamente esses parametros. Também pode-se observar que o -
cariofileno nao alterou a temperatura durante as 6 horas apds a inducao da sepse e
nem durante os 7 dias que esses animais foram acompanhados. Pardmetros como
escore de severidade séptica e curva de sobrevida também ndo demonstraram
alteragbes com o tratamento com B-cariofileno.

Foi possivel observar que ha diferenga significativa na PAM, na PAS e PAD dos

animais sépticos em relagao aos animais sham, o que confirma, mais uma vez, que o
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modelo reproduz uma das caracteristicas da sepse que € a hipotensao. Na clinica, na
tentativa de aumentar a pressao arterial de pacientes em choque séptico, além da
reposicao volémica, comumente sdo administrados agentes vasopressores. No
presente trabalho foi também avaliada a resposta pressérica para a noradrenalina e,
conforme os resultados, os animais sobreviventes a sepse apresentaram uma
resposta reduzida quando comparado com o grupo sham. Entretanto, n&do ha
diferencga na resposta ao vasoconstritor noradrenalina entre os animais sépticos que
receberam veiculo e os que foram tratados com 3-cariofileno.

Nossos dados mostraram uma queda significativa na perfusao cortical renal dos
animais sépticos 24 horas apés a sepse, sendo que esta redugcdo permaneceu por
pelo menos 7 dias. Estes dados corroboram trabalhos prévios que mostram reducao
da perfusao renal na sepse e no pés-sepse. ALVES (2019) mostrou a redugao do fluxo
sanguineo renal em ratos, 24 horas apés a indugao da sepse pelo modelo de ligadura
e perfuragcao cecal. E a diminuicdo do FSR em animais 96 horas apds a indugao da
sepse por E. Coli (LANGENBERG, et al., 2007). O tratamento dos animais sépticos
com o B-cariofileno aumentou o fluxo sanguineo renal, sendo os valores praticamente
iguais aos dos animais sham. Portanto, nossos resultados mostram que o B-cariofileno
melhora a perfusao renal dos animais sépticos. Corroborando estes dados, um estudo
que utilizou o agonista de receptores CB2, SMM-295 mostrou que a ativagdo dos
receptores CB2 estd envolvida no aumento da perfusdo renal. Este aumento da
perfusdo renal foi atribuido a um efeito vascular direto, uma vez que o SMM-295 gerou
um aumento significativo nos didmetros luminais das células de arteriolas aferentes
pré-constritas com noradrenalina (PRESSLY, et al., 2019).

Podemos observar que 24 horas apos a indugédo da sepse, a ureia se encontra
diminuida nos animais sépticos em relagao aos animais sham. Acreditamos que seja
devido ao menor consumo de ragao diaria desses animais, uma vez que a relagao
proteina/energia alimentar tem consequéncias potencialmente importantes no
controle do funcionamento do ciclo da ureia, dietas ricas em energia tendem a inibir a
funcao desse ciclo (OLIVA, et al., 2019). Nossos dados que avaliam o consumo de
ragcao confirmam esta hipoétese, ja que o consumo € muito baixo nas primeiras horas
apods a sepse, e aumenta ao longo dos 7 dias. E os valores de ureia, também sao
restabelecidos 7 dias apds. Continuando nos marcadores de funcdo renal, nao
observamos aumento na creatinina dos animais sépticos em relagdo aos animais

sham, muito provavelmente pelo baixo n amostral do grupo sepse.
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Observamos presenca de urobilinogénio na urina dos animais do grupo pos-
sepse + veiculo, essa presenga ndo se manifesta nos grupos sham e pos-sepse + [3-
cariofileno. O urobilinogénio € derivado da degradacgao da bilirrubina, sendo eliminado
pelos rins. Além disso, esta correlacionado a disturbios hepaticos, e também a
condi¢des hemoliticas (STRASINGER, et al., 2009). Sua presenga mostra que ha uma
possivel disfuncdo hepatica nos animais sobreviventes a sepse e essa condi¢cao
melhora apds o tratamento com B-cariofileno. Também observamos que os animais
sépticos ndo apresentaram acido ascorbico na urina. A auséncia de acido ascorbico
nas amostras dos animais sépticos pode ser um indicativo de baixa ingestdo do
mesmo, 0 que corrobora com os achados referentes ao baixo consumo de ragao.

A molécula de lesdo renal 1, KIM-1, € uma glicoproteina transmembrana do tipo
1, expressa em baixas concentragbes nos rins em estado normal, ndo sendo
detectada fisiologicamente no tecido renal ou na urina. A KIM-1 é tanto um marcador
de lesdo de células epiteliais tubulares, cuja concentragcdo apresenta-se elevada
quando ha leséo renal, quanto um marcador de proliferagao e regeneragao celular no
tubulo proximal. Além disso, a KIM-1 parece estar envolvida tanto no processo de
dano renal quanto no processo de recuperagao pos lesao (FOREST; COLLE, 2018).
Vale destacar que os biomarcadores mais eficazes frequentemente desempenham
papéis cruciais na regulagdo dos danos, podendo alguns deles evoluir para alvos
terapéuticos significativos.

Ainda ha poucos estudos que avaliam a KIM-1 nos rins de animais sépticos e
nao encontramos estudos que tenham avaliado a KIM-1 em animais sobreviventes a
sepse. Entretanto, alguns estudos mostraram que os niveis urinarios de KIM-1 estao
elevados na LRA induzida por cisplatina e podem ajudar no diagndstico diferencial de
lesdes de células epiteliais proximais (revisado em TANASE, et al., 2019). Embora
sejam necessarios mais estudos para explorar 0os mecanismos por tras da
nefrotoxicidade da cisplatina e o papel da KIM-1 neste cenario, este novo biomarcador
mostra-se promissor no diagnostico precoce e no prognostico da LRA. YU e
colaboradores (2022), mostraram que o nivel urinario de KIM-1 aumentou
dramaticamente apds realizarem queimaduras em ratos e foi aumentando ainda mais
no periodo de sepse por queimadura.

Podemos observar que na fase aguda da sepse, ndao ha aumento de KIM-1 em
relacdo ao sham, entretanto, notamos um aumento no grupo pos-sepse + veiculo e

no grupo pos-sepse + B-cariofileno. Nossos dados sugerem que: 1) os niveis de KIM-
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1 podem estar mais elevados nos grupos pos-sepse devido a uma fase de
regeneragao celular, o que corrobora com a melhora do fluxo sanguineo renal nos
animais tratados; ou 2) este marcador de dano renal aparece apenas tardiamente no
pos-sepse, e o tratamento com agonista CB2 ndo reduz este marcador, pelo menos
quando avaliado por 7 dias. Desta forma, sao necessarios mais estudos para sanar
questionamentos que surgiram apds os resultados que encontramos, como por
exemplo, em que momento apds a sepse inicia 0 aumento da KIM-1? Até quantos dias
apos a sepse, 0s sobreviventes mostram altos niveis de KIM-1? Seria um sinal de
lesdo ou de tentativa de regeneragédo, uma vez que, como citado anteriormente,
pacientes sobreviventes a sepse desenvolvem doengas renais com mais recorréncia?
Assim, a KIM-1 mostra-se um alvo de grande interesse para estudos IRA-AS, uma vez
que seus mecanismos nao estao bem elucidados.

Ao contrario dos receptores CB+, ainda ha controvérsia quanto a expressao dos
receptores CB2 nos rins (TAM, 2016). Embora tenha sido mostrado que ha redugéao
da expressao de receptores CB2 em bidpsias de rins de pacientes com nefropatia
diabética (BARUTTA et al., 2011), nossos dados mostram que nao ha alteracéo na
expressao dos receptores CB2 nos rins dos animais submetidos ou ndo a sepse.
Dados prévios do nosso grupo mostraram redugao da expressao destes receptores
nos pulmdes e em células do lavado broncoalveolar de animais sépticos (SOUZA, et
al., 2023), sugerindo que a regulacado da expressao destes receptores difere entre os
orgaos na sepse. Apesar da falta de informagdes sobre a expressao e ativagao dos
receptores canabinoides CB> na sepse humana, é amplamente reconhecido que sua
ativacdo desempenha um papel crucial na polarizagédo e migragao de leucocitos,
regulando assim a resposta inflamatéria excessiva (KURIHARA, et al.,, 2006).
Idealmente, teria sido interessante realizar a técnica de RT-PCR para avaliar a
expressdao do mRNA do receptor CB> para que tivéssemos um melhor entendimento
sobre a relacdo da expressao génica e da densidade de receptores CB2. Portanto,
mais estudos s&o necessarios para o melhor entendimento do papel dos receptores

CB2 na sepse e no pos-sepse.
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7 CONCLUSAO

Os nossos dados sugerem que o modelo experimental Cecal Slurry mimetiza
os danos necessarios para que possamos estudar a sepse e 0 pés-sepse pois causou
alteracdes importantes que sao observadas em humanos, como hipotensio, redugao
da reatividade vascular e redugéo do fluxo sanguineo renal. Este modelo se mostrou
bastante interessante por ser menos invasivo, de baixo custo e facil reproducéo. Além
disso, nossos resultados sugerem que os receptores CB2 podem estar envolvidos nas
alteracdes de fluxo sanguineo renal decorrentes da sepse e do pos-sepse, uma vez
que o tratamento dos animais sépticos com B-cariofileno restabeleceu o fluxo renal
dos animais. E finalmente, o biomarcador KIM-1 aparece aumentado 7 dias apods a
inducdo do modelo e pode ser um alvo de grande interesse para estudos futuros

relacionados ao dano renal associado ao pos-sepse.
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