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RESUMO

A sepse € caracterizada por uma resposta imunoinflamatéria sistémica amplificada
produzida por um microrganismo. Seu mecanismo fisiopatolégico € complexo e
envolve a ativacdo de vias de sinalizacdo de citocinas inflamatdrias e estresse
oxidativo. Devido a alta mortalidade em pacientes internados em UTI, a comunidade
cientifica tem buscado constantemente terapias seguras e eficazes para o tratamento
da sepse. E, nesse contexto, a hidralazina (HDZ) é um forte candidato. Embora a HDZ
seja mais conhecida como uma potente substancia vasodilatadora e tenha sido
frequentemente usado nas ultimas cinco décadas como anti-hipertensivo, devido a
sua seguranca e ao baixo risco de causar toxicidade, estudos tém mostrado que ela
também possui potentes propriedades antioxidantes, principalmente em relacdo a
inibicdo da formacéo e sequestro de ERO e ERN in vivo e in vitro. Assim, o principal
objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade da hidralazina (HDZ) em mitigar a
mortalidade, a resposta inflamatdria e o estresse oxidativo induzida pela sepse, e
investigar seus possiveis mecanismos de acdes. A sepse foi induzida pelo método de
ligadura e perfuragéo cecal (CLP) em ratos Wistar machos. Apds a cirurgia, os animais
foram divididos aleatoriamente em trés grupos: sham, sepse e sepse + HDZ (1 mg/kg,
s.C; 4 h apéds a inducéo da sepse e depois de 12-12 horas até tempo de 48 h). Todos
0s grupos foram monitorados por 48 h para avaliar a taxa de sobrevivéncia,
parametros clinicos, bioquimicos e celulares. Apds a eutanasia, o sangue, baco,
figado e rins foram coletados para andlise dos marcadores de danos lipidicos e
proteicos, citocinas séricas do sangue, atividade de mieloperoxidase (MPO) e
parametros de estresse oxidativo, através da atividade das enzimas catalase e
superoxido dismutase. O envolvimento da via PI3K/Akt também foi investigado por
western Blot nos tecidos do baco, figado e rim. A sepse foi induzida com sucesso pela
técnica CLP. A administracdo com HDZ aumentou: a taxa de sobrevivéncia (de 50
para 90%); a temperatura (de 33,3 £ 0,2 para 34,5 + 0,3°C); a concentracdo da glicemia
(de 87,6 + 2,8 para 106.5 = 2.1 mg/dL). O tratamento com HDZ reduziu: o escore de
gravidade clinica de sepse (de 10,6 + 0,51 para 6,5 + 0,40 u.a.); a concentracéo do lactato
(de 36,2 £ 1,5 para 18,03 = 1,1 mg/dL); as concentracdes das citocinas TNF-a, IL-13
e IL-10 (de 10,2 £ 0,3; 99,1 £ 10,7; 1252 + 325,3, respectivamente para 4,1 £ 0,4;
19,66 + 4,5; 267 + 138,1 pg/mL); a atividade da MPO no baco, figado e rim (de 26,02
+2,74; 0,11 £ 0,01; 0,20 + 0,02, respectivamente para 13,37 £ 0,95; 0,066 + 0,007; 0,141 +
0,006 U/g, respectivamente); as concentracdes de TBARS (de 2,33 = 0,15; 0,92 + 0,15; 9,14
+0,97 para 1,47 + 0,07; 0,48 + 0,06; 4,34 + 0,36 nmol/mg de proteina, respectivamente). Além
disso, a HDZ preveniu significativamente o aumento da ativacdo da Akt no figado e
rins, mas nao teve efeito no baco. A administracdo com HDZ mitigou amplamente 0s
efeitos da sepse ao melhorar as respostas inflamatérias e antioxidantes por meio da
via PI3K/Akt. Esses achados fornecem fortes evidéncias de que o HDZ pode ser uma
nova alternativa terapéutica para o tratamento da sepse.

Descritores: Sepse. Hidralazina. Sobrevida. Imunidade celular. Citocinas.
Antioxidante.
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ABSTRACT

Sepsis is characterized by an amplified systemic immunoinflammatory response
produced by a microorganism. Its pathophysiological mechanism is complex and
involves the activation of inflammatory cytokine signaling pathways and oxidative
stress. Due to the high mortality in ICU patients, the scientific community has been
constantly looking for safe and effective therapies for the treatment of sepsis. And in
this context, hydralazine (HDZ) is a strong candidate. Although HDZ is best known as
a potent vasodilating substance and has been used frequently in the past five decades
as an antihypertensive, due to its safety and low risk of causing toxicity, studies have
shown that it also has potent antioxidant properties, especially in inhibition of ROS and
RNS formation and sequestration in vivo and in vitro. Thus, the main objective of this
study was to evaluate the ability of hydralazine (HDZ) to mitigate mortality, the
inflammatory response and oxidative stress induced by sepsis, and to investigate its
possible mechanisms of action. Sepsis was induced by the ligation and cecal
perforation (CLP) method in male Wistar rats. After surgery, the animals were
randomly divided into three groups: sham, sepsis and sepsis + HDZ (1 mg/kg, s.c; 4 h
after sepsis induction and after 12-12 hours until 48 h). All groups were monitored for
48 h to assess survival rate, clinical, biochemical and cellular parameters. After
euthanasia, blood, spleen, liver and kidneys were collected for analysis of markers of
lipid and protein damage, serum blood cytokines, myeloperoxidase activity (MPO) and
oxidative stress parameters, through the activity of catalase and superoxide dismutase
enzymes. The involvement of the PI3K/Akt pathway was also investigated by western
blot in the tissues of the spleen, liver and kidney. Sepsis was successfully induced by
the CLP technique. HDZ administration has increased: the survival rate (from 50 to
90%); the temperature (from 33.3 £ 0.2 to 34.5 = 0.3°C); blood glucose concentration
(from 87.6 £ 2.8 to 106.5 £ 2.1 mg/dL). HDZ treatment reduced: the clinical sepsis
severity score (from 10.6 £ 0.51 to 6.5 + 0.40 u.a.); the lactate concentration (from 36.2
+ 1.5 to 18.03 = 1.1 mg/dL); the concentrations of cytokines TNF-a, IL-13 and IL-10
(from 10.2 £ 0.3; 99.1 £ 10.7; 1252 + 325.3, respectively to 4.1 + 0.4; 19, 66 £ 4.5; 267
+ 138.1 pg/mL); MPO activity in the spleen, liver and kidney (from 26.02 + 2.74; 0.11
+ 0.01; 0.20 + 0.02, respectively to 13.37 £ 0.95; 0.066 + 0.007; 0.141 + 0.006 U / g,
respectively); TBARS concentrations (from 2.33 + 0.15; 0.92 £ 0.15; 9.14 + 0.97 to
1.47 + 0.07; 0.48 = 0.06; 4.34 + 0.36 nmol/mg protein, respectively). In addition, HDZ
significantly prevented increased Akt activation in the liver and kidneys, but had no
effect on the spleen. HDZ administration largely mitigated the effects of sepsis by
improving inflammatory and antioxidant responses through the PI3K/Akt pathway.
These findings provide strong evidence that HDZ may be a new therapeutic alternative
for the treatment of sepsis.

Keywords: Sepsis; hydralazine; survival; cellular immunity; cytokines; antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A sepse € caracterizada por uma resposta imunoinflamatéria amplificada de
forma sistémica a uma infeccéo, seja ela causada por bactérias, virus, fungos ou
protozoarios. E uma das principais causas de morte em pacientes gravemente
enfermos admitidos em unidades de terapia intensiva (UTI) (VALLEJOS et al, 2019;
ZARBOCK et al, 2014), e suas taxas de mortalidade permanecem altas em todo o
mundo. Anualmente, estima-se que ainda ocorrem 6 milhdes de mortes devido a
sepse em todo o mundo (COSTA et al, 2019). Dados de estudo epidemioldgico sobre
sepse em UTI mostraram que a taxa de mortalidade por sepse, sepse grave e choque
séptico foi de 19,6%, 34,4% e 65,3%, respectivamente (COSTA et a, 2019). No Brasil,
entre janeiro de 2019 e novembro de 2020, as regibes com maiores taxas de
mortalidade foram a regido Sudeste (48,21%) e a regidao Nordeste (45,88%)
(DATASUS, 2021).

Em 2016, um novo consenso sobre o diagndstico de sepse em humanos foi
lancado pela European Society of Intensive Care Medicine e pela Society of Critical
Care Medicine. Onde a sepse deixou de ser considerada uma sindrome da resposta
inflamatoria sistémica de um hospedeiro a infec¢do, e passou a ser definida como
uma infeccdo suspeita ou documentada, acompanhada de aumento agudo de dois ou
mais pontos no Sequential Organ Failure Assessment (SOFA), considerando as
disfuncbes no sistema respiratorio, cardiovascular, de coagulacdo, neuroldgico,
hepatico e renal (SINGER et al.,, 2016). Essa mudanca ocorreu apés evidéncias
importantes, tanto em ensaios pré-clinico quanto clinico, que demonstraram que a
sepse, era mais do que um estado inflamatério, e também envolvia alteracbes

importantes nos niveis metabdlico, enddcrino e oxidativo (SINGER et al., 2016).

Apesar de inumeros estudos e grandes avanc¢os no conhecimento cientifico, a
sepse continua sendo responséavel por alta mortalidade em pacientes internados em
UTI. A terapia da sepse ainda conta com antibioticoterapia e cuidados de suporte, a
mesma abordagem que vem sendo utilizada ha décadas e, infelizmente, ndo existe
uma terapia especifica para 0 manejo dessa sindrome. A comunidade cientifica tem
buscado novas terapias para o tratamento da sepse, em particular os medicamentos
antioxidantes (KUMAR et al., 2018), e, nesse contexto, a hidralazina (HDZ) € um forte

candidato. Embora a HDZ seja mais conhecida como uma potente substancia
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vasodilatadora e tenha sido frequentemente usado nas ultimas cinco décadas como
anti-hipertensivo, devido a sua seguranca e ao baixo risco de causar toxicidade
(HERMAN; TIVAKARAN, 2020), estudos tém mostrado que ela também possui
potentes propriedades antioxidantes, principalmente em relacdo a inibicdo da
formacéao e sequestro de ERO e ERN in vivo e in vitro (GUO et al., 2019; MEHRABANI
et al., 2020). Essa capacidade pode ser devido a presenca de ligacbes NH
conjugadas, uma vez que HDZ exibe excelentes propriedades de eliminacdo de
radicais (BOULEBD et al., 2020).

Os efeitos da HDZ na geracgéao de radicais livres e no aparecimento de apoptose
em neurdnios e timacitos de ratos velhos vem sido estudado hi décadas e ja foi
demonstrado que a HDZ diminuiu a apoptose e a geracao de radicais livres nessas
células (JOHNSON et al., 1998). Daiber et al., (2005) investigaram os efeitos da HDZ
na quimiluminescéncia induzida por superoxido/peroxinitrito, bem como na producao
de ERO mitocondrial na exposi¢do a nitroglicerina. Nesse estudo, a HDZ exibiu uma
forte capacidade de sequestrador de ERO e inibiu a geracéo de Oo.

Os mecanismos que estdo associados a patogénese da sepse sdo complexos
e envolvem a ativacao de varios tipos de células do sistema imunoldgico e citocinas
pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-
y) e o interleucinas IL-6, IL-1B e IL-12 (AKIRA et al., 2006). Estudos tém mostrado o
envolvimento do estresse oxidativo na sepse humana (OLIVEIRA et al., 2017) e em
ratos (NING et al., 2017). Costa et al, (2016) observaram um aumento na producao
de 6xido nitrico (NO) associado a ativacdo de vias pré-inflamatérias e uma reducao
na atividade de enzimas antioxidantes. As espécies reativas de oxigénio (ERO) séo
mediadores do estresse oxidativo; o anion superoxido, uma das trés espécies
primarias, na presenca de NO pode formar peroxinitrito, um potente oxidante que tem
efeitos toxicos em varias biomoléculas e que esta envolvido com apoptose celular e

disfuncéo organica na sepse (LIAUDET et al., 2013).

No entendimento da sepse, ja € demonstrado que a via de sinalizagéo PI3K e
Akt apresenta uma forte participacdo, uma vez que estdo envolvidas na regulacao da
ativacdo celular, inflamacéo e apoptose. Na resposta imunolégica, a via PI3K/Akt
desempenha um papel importante, pois regula a liberacdo de fatores inflamatorios in

vitro e in vivo, controlando a ativagdo de moléculas sinalizadoras, e esta intimamente
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relacionada a ocorréncia e ao desenvolvimento de sepse (ZHOU et al., 2018).

Portanto, nossa hipotese é que a HDZ pode melhorar significativamente o
desfecho clinico da sepse, devido aos seus efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes.
Assim, nesse trabalho nés apresentaremos resultados que possam confirmar essa
hip6tese, demonstrado que a HDZ é capaz de melhorar a resposta inflamatoria,
reduzir o estresse oxidativo e a mortalidade induzida pela sepse, bem como

apresentar alguns dos possiveis mecanismos de acéo envolvidos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Sepse

A origem da palavra sepse deriva do grego “onyig”. Significa decomposigéo ou
putrefacdo de material organico na presenca de bactérias. A sepse foi primeiramente
descrita por Hipécrates, ha aproximadamente 2700 anos (SCHULTE et al., 2013).

A sepse pode ser definida como uma sindrome da resposta inflamatoria
sistémica (SIRS — Systemic Inflammatory Response Syndrome) associada a um foco
infeccioso suspeito ou confirmado, que pode evoluir para sepse grave, quando
associada a disfuncdo organica ou ao choque séptico (SIQUEIRA, 2009; SIQUEIRA,
2011). Esta doenca tem sido reconhecida como um problema de salde publica e um
desafio para as organizacdes de saude por estar entre as principais causas de morte
de pacientes hospitalizados (AL KHALAF, 2015; SINGER et al., 2016).

A sepse acomete pessoas de todas as faixas etarias, géneros e etnias e,
apesar dos avangos tecnologicos e terapéuticos, ainda mostra alta prevaléncia de
mortalidade (MAYR et al., 2014). Segundo o Instituto Latino Americano da Sepse, a
sindrome é a principal causa de morte nas unidades de terapia intensiva (UTI) e uma
das principais causas de mortalidade hospitalar tardia, chegando a superar as

mortalidades provenientes do infarto do miocardio e do cancer (ILAS, 2014).

Os sinais e sintomas da sepse sdo comuns a Vvarias outras doencas. Por este
motivo, o seu diagnostico é deficiente e, muitas vezes, acontece tardiamente. Alguns
pacientes podem evoluir muito rapidamente para o choque séptico e morte em
guestdo de poucos dias, a depender da gravidade da infecgdo, assim como da
intensidade da resposta inflamatéria (LEVER; MACKENZIE, 2007; OPAL et al., 2014).

Os critérios de diagnostico da sepse levam em consideracéo, além da presenca
ou suspeita de uma infeccdo, alteracdes clinicas tais como febre ou hipotermia,
taquicardia, taquipneia. As principais disfuncdes organicas associadas sdo alteragdes
do estado mental (prostracdo ou delirium), disfuncdo renal, alteracdes hepaticas,
hematoldgicas, respiratorias (oxigenacao) e hipoperfusédo tecidual (SINGER et al.,
2016).

Também é recomendada a avaliagcdo por exames laboratoriais, 0os quais



25

sinalizam o estado inflamatério, tais como presenca de leucocitose ou leucopenia,
aumento de células polimorfonucleares imaturas ou bastonetes (> 10%) na circulacao,
e elevacdes nas concentracfes plasmaticas da proteina-C reativa e procalcitonina
(DELLINGER et al., 2013).

A sepse pode ainda evoluir para o choque séptico. Que é definido como um
subconjunto da sepse em que as anormalidades subjacentes do metabolismo
circulatério e celular sdo profundas o suficiente para aumentar substancialmente a
mortalidade. No choque séptico € possivel encontrar um estado de insuficiéncia
circulatéria aguda, com uma probabilidade muito maior de morte do que a sepse
isolada. Pacientes com choque séptico podem ser identificados com um constructo
clinico de sepse com hipotenséo persistente, exigindo vasopressores para manter a
PAM > 65mmHg e tendo um nivel de lactato sérico > 2 mmol/L (18mg/dL) apesar da
ressuscitacdo com volume adequado. Com esses critérios, a mortalidade hospitalar &
superior a 40% (SINGER et al., 2016).

2.2 Epidemiologia da Sepse

As taxas de mortalidade por sepse permanecem elevadas em todo o mundo,
atingindo cerca de 6 milhdes a cada ano (COSTA et al., 2019). Em média, a sepse
grave contribui com aproximadamente 40% e o choque séptico com cerca de 60%
(MAYR et al., 2014). No Brasil, segundo dados do DATASUS, entre junho do ano de
2012 até junho do ano de 2013, ocorreram 86.798 internacfes de pacientes com
sepse na rede hospitalar gerenciada pelo SUS, onde 37.494 desse total de
internagcBes foram a Obito. A taxa de mortalidade no periodo foi de 43,20%, sendo que
a regido sudeste foi a que concentrou 0 maior nimero de casos e, por conseguinte,
foi a regido com a maior taxa de mortalidade: 48,17%. Essas internacdes custaram
aos cofres do governo aproximadamente 287 milhdes de reais, no periodo (BRASIL,
2013). No Brasil, entre janeiro de 2019 e novembro de 2020, as regides com maiores
taxas de mortalidade foram a regido Sudeste (48,21%) e a regidao Nordeste (45,88%)
(DATASUS, 2021).

Infere-se que em todo o mundo, cerca de 20 a 30 milhdes de pessoas sejam
acometidas todos os anos por sepse (REINHART et al., 2013). De acordo com dados

da pesquisa do Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS), entre 2005 a 2013 houve
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uma mortalidade de 34,8% no Brasil e de 23,9% no mundo entre pacientes
acometidos por sepse grave e de 64,5% no Brasil e de 37,4% no mundo entre
pacientes com diagndéstico de choque séptico. Dados mais recentes, pertinentes ao
ano de 2014, foram apresentados no Relatorio Anual do Instituto Latino Americano de
Sepse, onde mostraram que o percentual de mortalidade nos hospitais publicos
brasileiros subiu para 45,8% em casos de sepse grave, e de 72,5% em casos de
choque séptico (ILAS, 2014).

A sepse pode atingir pessoas de qualquer idade, porém a sua ocorréncia é
maior em idosos e neonatos. A incidéncia de sepse neonatal é de 1-8/1.000
nascimentos e apresenta taxa de mortalidade de 16%. Em idosos, acima de 85 anos,
a incidéncia € de 26/1000, com mortalidade de 38,4% (ANGUS et al., 2001; STOLL et
al.,, 2011). A sepse no estagio neonatal geralmente ocorre em prematuros, 0s quais
sdo imunologicamente comprometidos e mais vulneraveis a infecgcbes e suas
consequéncias, o que resulta em pior prognostico a curto e longo prazo (DOWNIE et
al., 2013). Por razdo semelhante, os idosos apresentam imunosenescéncia e altos

niveis de proteinas pro-inflamatoérias circulantes (MCDONALD et al., 2010).

Além de apresentar alta incidéncia e letalidade outro problema que envolve a
sepse € com relacdo aos gastos relacionados aos tratamentos e intervencdes
necessarias aos pacientes acometidos. De acordo com o Instituto Latino - Americano
para Estudos da Sepse (2015), o gasto hospitalar com cuidados aos pacientes com
sepse grave ou choque séptico foi de U$ 10.595, apresentando um gasto médio diario
de U$ 1.028. De forma interessante, o custo diario de pacientes ndo sobreviventes foi
notavelmente mais elevado, corroborando a ideia da associacdo entre gravidade e
custos (ILAS, 2015).

2.3 Fisiopatologia da Sepse

A sepse representa uma resposta sistémica do sistema imunoldgico a um
agente infeccioso, na qual a viruléncia do patdégeno e a resisténcia do hospedeiro
regulam as repercussées da resposta inflamatoria (SALOMAO et al., 2014). Dessa
forma, ocorre progressdo da sepse quando o hospedeiro ndo consegue controlar a
infecgdo priméaria por resisténcia a opsonizagdo, a fagocitose, a antibioticos e a

presenca de superantigenos (RUSSEL, 2006).
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Na compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na sepse, as
células do sistema imune inato sdo as primeiras a agir, uma vez que apresentam o0s
receptores de reconhecimento padrdao (PRR’s), sendo eles os que permitem iniciar
uma resposta de defesa ap6s um dano ao tecido ou apés uma infecdo microbiana,
sendo esta Ultima detectada pelos padrbes moleculares associados a patdgenos
(PAMP’s) que geralmente sdo expressos por microorganismos ou agentes
microbianos (BIANCHI, 2007; NDUKA; PARRILLO, 2011).

Quando esses antigenos sao expostos, principalmente a familia de receptores
TLR (do inglés, Toll-like receptor), que sdo uma subfamilia de PPR’s, induzem uma
cascata de ativacéo celular; sendo o TLR4 o receptor mais comumente envolvido na
reacdo séptica frente a exposicao de lipopolissacarideos (LPS) de microrganismos
gram negativos, e o TLR2 o receptor mais envolvido com os peptidioglicanos (PGS)
dos gram positivos (MIFSUD; JACKSON, 2014).

Depois que ocorre a ligagao entre os PAMP’s e os TLR's, diversos mecanismos
sdo acionados, um deles é a ativacdo das quinases IkKa e IkKb, as quais formam o
dimero IkK, que por sua vez inibe o kB, que é o inibidor da transcricdo do Fator
nuclear kappa B (NF-kB), um fator de transcricdo que promove a expressao génica de
moléculas pro-inflamatérias (ARCAROLI et al., 2006).

Dentre essas moléculas pro-inflamatorias, na sepse, ocorre a liberacdo de
interleucinas (IL) IL-1B, IL-6, IL-12, Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e o
Interferon gama (IFN)-y e as quimiocinas como a proteina quimioatraente de
mondocitos-1 (MCP-1/CCL2) e IL-8 na chamada “cascata de citocinas” (AKIRA et al.,
2006). Em contrapartida a essa resposta pro-inflamatoria, ocorre a liberacdo de
citocinas anti-inflamatoérias, como IL-10, IL-13 e o fator de transformacdo de
crescimento beta (TGF-B). Essas citocinas possuem a capacidade de inibir a sintese
das moléculas inflamatdrias e com isso, permitem restaurar o equilibrio imunoldgico
(SCHULTE et al., 2013).

A ativacao de citocinas e/ou quimiocinas faz com que ocorra um descompasso
no sistema hemostatico orquestrando um quadro de coagulacdo intravascular
disseminada conduzindo em alteragcbes hemodinamicas com a formacéao de trombose

microvascular e deposicao de fibrina, o que pode acarretar na oclusdo de vasos



28

importantes, complicando ainda mais o quadro clinico, devido a hipoperfusdo (SAGY
et al., 2013).
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Figura 1: Possiveis vias de sinalizagdo alterada pela sepse. AKT, proteina cinase B; CAT, enzima
catalase; H20:2, peroxido de hidrogénio; IL, interleucina; MDA, malondialdeido; MPO, Mieloperoxidase;
NF-kB, fator nuclear kappa B; Oz, oxigénio; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinase; PIP2, fosfatidilinositol (4,5)
bisfosfato; PIP3, fosfatidilinositol (3,4,5) trisfosfato; ERO, espécies reativas de oxigénio; SOD, enzima
superoxido dismutase; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; TRL, receptor toll-like. Fonte: Elaborada
pelo autor.

2.4 Disfuncao Organica e Sepse

A sepse pode afetar todos os érgaos do corpo, uma vez que diversos tipos de
citocinas e outros mediadores s&o liberados na circulagdo ao decorrer do
desenvolvimento desse quadro (HOTCHKISS et al., 2016). Como visto anteriormente,
uma das principais caracteristicas da fisiopatologia da sepse €é a perfusao inadequada
dos 6rgaos, que contribui assim para o desenvolvimento da faléncia de mdultiplos

orgaos e que pode ocorrer por extravasamento de fluido dos vasos, perda do ténus
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vascular, depressdo miocardica e por redistribuicdo microcirculatéria do fluxo
sanguineo, dentre outros fatores (SINGER, 2014). Alteracdes microcirculatérias que
se desenvolvem durante a sepse consistem na diminuicdo da densidade de capilares
e em perfusdo tecidual heterogénea, fazendo com que o suprimento sanguineo
chegue de forma limitada em diferentes regides dos 6rgdos (DE BACKER et al., 2014).
Apesar de ndo serem 0s Unicos sistemas prejudicados na sepse, destacaremos aqui
o cardiovascular, o renal e o hepatico, por estarem relacionados ao objetivo do

trabalho:

Cardiovascular: Uma caracteristica marcante da sepse é a hipotenséo arterial.
Observa-se também, uma depressao da funcdo miocardica, mesmo em pacientes que
apresentam um débito cardiaco elevado. Essa disfuncdo miocardica € consequéncia
de multiplas altera¢gBes celulares, como o efeito das citocinas, do 6xido nitrico, das
lisozimas 6 e C, do material genético bacterianos, entre outros (ABRAHAM; SINGER,
2007; KAKIHANA et al., 2016). Sendo o aumento da expressdo da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iINOS), um dos principais fatores, uma vez que ira relacionar
a inflamacdo com o comprometimento cardiovascular, contribuindo para a queda da
pressdo arterial pelo aumento nos niveis de NO. De forma geral, dois estagios
cardiovasculares distintos sdo observados, a fase inicial (fase hiperdindmica), que é
caracterizada pela diminuicdo da resisténcia vascular periférica, resultado da perda
do tébnus vasomotor, e tem como consequéncia a perda do controle da presséo arterial
e a perda da regulacdo da distribuicdo do débito cardiaco; e a fase tardia (fase
hipodinamica), na qual as alteragcbes hemodindmicas observadas levam ainda a
disfungcdo microcirculatéria com importantes consequéncias macro hemodinamicas,
como o distarbio no transporte de oxigénio e na utilizagcdo do mesmo pelos tecidos, e
a disfuncao endotelial com formacao de edema e infiltracdo de células inflamatorias.
A resposta pressorica de pacientes sépticos a administracdo exdgena de
catecolaminas e outros vasoconstritores esta significativamente reduzida,
caracterizando o que € chamado de hiporresponsividade a vasoconstritores
(ASSREUY, 2006). A disfuncéo cardiovascular que ocorre durante a sepse influencia

na funcéo renal.

Renal: o comprometimento renal na sepse pode progredir para uma faléncia renal
aguda. Apesar dos exatos mecanismos nao serem esclarecidos, parte da disfungéo

renal se da pela perda do volume intravascular induzida pelo aumento da
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permeabilidade e pela vasodilatacdo (GLODOWSKI et al., 2015). Na vigéncia de
choque cardiogénico, a vasoconstricdo renal associada a hipovolemia compromete a
oxigenacdao tecidual. Dessa forma, os quadros de isquemia induzem a lesdes das
células do epitélio tubular, a apoptose e a necrose tubular aguda, em caso de
hipoperfusdo prolongada (PIRES et al, 2020). Além disso, aumentos nas
concentracdes séricas de creatinina sdo associados com maior mortalidade (RICCI et
al., 2011). A leséo renal aguda € uma disfuncéo frequente na sepse e a sepse €
também a causa mais frequente de LRA. Essa associacdo é mais comum em
pacientes idosos. A LRA séptica apresenta uma mortalidade intra-hospitalar que pode
variar de 30 a 70% (GLODOWSKI et al., 2015). Outra explicacédo para a ocorréncia da
disfuncéo renal é a resposta inflamatoria da sepse. As células mesangiais e tubulares
sdo capazes de expressar citocinas pré-inflamatérias, como a IL-1, IL-6 e 0 TNF-q,
gue estimulam a uma maior liberagdo de citocinas e a expressao do Fator Tecidual
(FT), promovendo trombose local, induzindo apoptose celular tubular e aumentando
0 estresse oxidativo regional, com producao de ERO, que contribuem para progressao
da lesao e faléncia do o6rgao (KELLUM e PROWLE, 2018).

Hepético: O tecido hepético possui papel fundamental na sepse, participando da
defesa do organismo, no equilibrio anti-inflamatério e pré-inflamatério, na reparagéo
tecidual e na coagulacdo (CHUNG et al., 2017). Alteracdes nesse 6rgdo, durante a
sepse, também sdo comuns, apresentando aumento nos niveis séricos das enzimas
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), bilirrubina total e
fosfatase alcalina. Durante a sepse, a infeccéo e a resposta inflamatéria exacerbada
causam uma ma perfusao tecidual e sdo responsaveis pelo dano hepéatico. As lesbes
no figado durante a sepse incluem inflamacédo portal, necrose centrilobular,

inflamacao lobular, apoptose dos hepatocitos e esteatose (YAN, LI & LI, 2014).
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Figura 2: Sistemas acometidos pela sepse. A sepse pode levar a disfungédo de diversos 6rgdos em
nosso corpo. Os sistemas acima mencionados sdo fortemente prejudicados durante a sepse, fazendo
com que o paciente apresente sinais e sintomas que sao detectados e monitorados na préatica clinica.
Fonte: Lelubre & Vincent (2018), adaptado.

2. 5 Estresse oxidativo e Sepse

Em nosso organismo, nas condi¢des fisiologicas normais, ocorre uma baixa
producdo de radicais livres. Sua producgédo € inevitavel, pois sdo necessarios para o
processo de respiracao celular que acontece nas mitocondrias (CASTROGIOVANNI;
IMBESI, 2012; SILVA, 2014). Dessa forma, a producéo endogena € obtida a partir da
cadeia transportadora de elétron na mitocondria por meio da reducao do Oz, que é
reduzido pelo citocromo c oxidase a duas moléculas de H20 e o NADH é oxidado a
NAD+, para que haja a producéo de ATP. Na reducdo do O2 sdo gerados os radicais
superoxido (Oz ¢), hidroxila (OH+) e, ainda, perdéxido de hidrogénio (H202). Esse
processo se da mediante reacfGes especificas, catalisadas por enzimas e com a
participacdo dos ions ferro e de cobre (CASTROGIOVANNI; IMBESI, 2012; SILVA,
2014).

A producao das ERO apresenta também uma importancia, pois sua producéo,
em quantidades equilibradas, € essencial para a manutencdo da homeostase.
Embora apresentem potencial toxico ao metabolismo, a producédo das ERO torna-se
desejavel em algumas situacdes. Sabe-se que durante a ativacdo maxima de
neutrofilos e mondcitos na fase inflamatoéria, diversas espécies, como NO2z, H202 séo
produzidas e armazenadas com o objetivo de auxiliarem posteriormente na destruicdo

de antigenos nao proprios (ALMEIDA, 2013). Apesar disso, uma boa defesa fisiologica
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por parte dos antioxidantes deve ser modulada para impedir a amplificacdo dessas

reacdes e gerar o estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2010).

A mitocondria € o principal local de formacdo de EROs, pois grande parte da
energia produzida é gerada por meio da fosforilacdo oxidativa, o que implica nos
complexos enzimaticos. Sendo assim, paradoxalmente, o processo natural para o
desenvolvimento da vida, também é um dos principais responsaveis pela formacao
das EROs, ja que essas espécies sao produzidas por reacbées REDOX, como é o0 caso
da NADPH, que atua no mecanismo de defesa intracelular (TONIOLLI; COSTA, 2017).

Desta forma, o estresse oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio entre
a geracao de espécies reativas e as defesas antioxidantes, ocasionando um potencial
dano oxidativo. A membrana celular € um dos componentes mais atingidos pelas
ERO/ERN e possui elevada susceptibilidade a peroxidacao lipidica, que acarreta
alteragbes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares.
Consequentemente, héa perda da seletividade na troca idnica, liberagdo do contetdo
de organelas e formacdo de produtos citotoxicos, culminando na morte celular
(TATARANNO et al., 2015). Aléem disso, as proteinas celulares também sofrem
reacOes oxidativas, que levam a alteragdes nas suas estruturas e funcdes (WANG et
al., 2016). E, por fim, o dano pode ainda propagar-se até o nucleo celular, danificando

0 DNA e dificultando os mecanismos de reparacdo (MILEO e MICCADEI, 2016).

Como defesa antioxidante, as enzimas operam como um sistema coordenado,
balanceado, e atuam juntamente com outros antioxidantes n&o-enzimaticos
(vitaminas A, E e C, betacaroteno, etc.) a fim de proteger nosso organismo contra a
injuria celular causada pelas ERO e ERN. Este complexo de sistema antioxidante
enzimatico é constituido pela superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) (LUBRANO e BALZAN, 2015).

Quando ocorre um desequilibrio na homeostasia do organismo e a instalagédo
da sepse, h4 uma superproducédo de ERO, devido a atividade celular. Esse aumento
exige do organismo um aumento na atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD
e GPx plasmaticas e teciduais, na tentativa de combater o dano oxidativo. No entanto,
essas defesas antioxidantes ndo conseguem neutralizar a grande quantidade de ERO

gue sao produzidas durante a sepse, além de apresentarem uma reducao no decorrer
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do agravo promovido pela patologia. Esse desequilibrio estabelece um quadro de
estresse oxidativo, que pode ocasionar dano oxidativo tecidual, observado por meio
do dano celular aos seus componentes lipidicos (lipoperoxidagcéo), proteinas
(carbonilacéo proteica) ou dano ao DNA (PETRONILHO et al., 2016), que possuem
papel primordial no processo patologico, o qual, por sua vez, leva a disfungdo nos

diferentes 6rgaos acometidos na sepse (BAI et al., 2015).
2.6 Tratamento da Sepse

O tratamento da sepse é guiado por diretrizes que visam fornecer orientacdes
para o cuidado clinico de pacientes com sepse grave ou choque séptico. Os principios
utilizados inicialmente sdo o de proporcionar reanimacédo cardiorrespiratéria, prover
suporte clinico e controlar as ameacas imediatas de infeccdo descontrolada. A
ressuscitacdo com fluidos intravenosos para a reposi¢cédo volémica, a administracao
de vasopressores, associados a terapia de suporte de oxigénio e ventilagdo mecanica,
sao fornecidos conforme necessidade do paciente (ANGUS; VAN DER POLL, 2013).

Para o suporte hemodinamico e tratamento do choque séptico (DELLINGER et
al, 2013), recomenda-se que a hipotensdo deve ser gerenciada inicialmente com
reposicao volémica, 30 ml/Kg em bdlus de terapia intravenosa com cristaloides como
fluido inicial, para manter a pressao arterial média (PAM) maior ou igual a 65 mmHg,
Caso a PAM nao seja reestabelecida com a ressuscitacdo com fluidos, a terapia

vasopressora deve ser implementada.

Apesar de a reposicao volémica precoce ser iniciada por meio da expansao
intravascular por meio de solu¢des cristaloides ou coloides, o uso de drogas
vasoativas e inotrépicas pode ser necessario (LOPES et al.,, 2010). Mais
recentemente, um estudo retrospectivo (BAI et al., 2014) identificou uma forte
associacao entre o inicio precoce da terapia vasopressora e reducao da mortalidade

nesses pacientes.

Atualmente, estudos tém demostrado a implementacdo de substancias
vasodilatadoras para tratar os pacientes portadores de sepse. Como exemplo,
podemos citar o trabalho realizado por Pugin, 2014, onde fora testado a
adrenomodulina como um vasodilatador para o tratamento de sepse € 0 mesmo

destaca que esse tratamento oferece esperanca para restaurar a estabilidade
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endotelial.
2.7 Hidralazina

Dentre as drogas com efeito vasodilatador, esta a HDZ, que é um potente
vasodilatador, e apresenta efeito rdpido. O uso desta droga pode ser considerado em
situacdo de emergéncia, pois com a administragdo parenteral, a resposta pode ser
demonstrada com cerca de 15 minutos da sua administracdo (SYME, 2010). E seu
efeito maximo dura em torno de 3-5 h e atua diretamente nas arteriolas, resultando
em diminuicdo da resisténcia vascular sistémica e reducdo da pressao arterial
(MUCHA, 20009).

A HDZ foi introduzida pela primeira vez como um agente anti-hipertensivo em
1952 (TIMLIN et al., 2019). Ainda é prescrito por via oral como agente terapéutico para
tratar hipertensédo essencial e por via intravenosa para baixar a pressao arterial em
situagbes de urgéncia (HERMAN; TIVAKARAN, 2020) devido a sua eficacia e
seguranca (ZEISBERG; ZEISBERG, 2016). Essa substancia foi reutilizada na década
de 1980 para o tratamento da insuficiéncia cardiaca e na década de 2000 para a
terapia do cancer epigenético (BURCHAM, 2018). Também héa relatos sobre os
beneficios anti-envelhecimento da HDZ (SNELL et al., 2016; ZEISBERG; ZEISBERG,
2016), bem como em estudos neurolégicos, causando uma melhora nos distarbios
comportamentais (GUO et al, 2019). Apesar dos humerosos estudos, 0 mecanismo

de acéo fundamental da HDZ é pouco compreendido.

Os mecanismos com o qual a hidralazina promove essa acdo ainda néo estao
muito bem esclarecidos, mas sabe-se que incluem a inibicdo da liberacdo de calcio
do reticulo sarcoplasmaético pelo inositol trifosfato (IP3) e a inibicdo da fosforilacdo da
miosina, impedindo a contracdo da musculatura lisa vascular e, consequentemente,
levando a vasodilatacdo (FLYNN et al., 2016; MCCOMB et al., 2016). Um outro
possivel mecanismo de acdo da HDZ, seria através dos canais de potassio. Em um
estudo realizado por Bang et al., (1998), os autores relatam que a vasodilatacao
induzida por HDZ envolve a abertura de canais de K* ativados por Caz* de alta

condutancia.

A HDZ tem demonstrado importante papel no tratamento de doencas

cardiacas. Estudos realizados anteriormente tém demonstrado que sua utilizagdo
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auxilia para melhorar circulacbes regionais e em particular o fluxo sanguineo
mesentérico (LOUFRANI; HENRION, 2005; SCHMIDT et al., 2006). Em um trabalho
realizado por Dumont et al, (2008), os autores destacam que sua utilizacdo, em doses
baixas, proporciona a dupla vantagem de melhorar o fluxo sanguineo sem influenciar
significativamente na PA. Relatam ainda que altas doses de HDZ podem induzir uma

reducdo tanto da PA quanto do fluxo sanguineo.

A HDZ tem sido muito utilizada nas ultimas cinco décadas como anti-
hipertensivo. (HERMAN; TIVAKARAN, 2020). No entanto, estudos demonstraram
suas potentes propriedades antioxidantes, principalmente para inibir a formacgéo de
peroxinitrito e capturar ERO/ERN in vivo e in vitro (CHIRKQOV et al., 2010; DAIBER et
al., 2005; GUO et al., 2019; MEHRABANI et al., 2020). Este achado parece ser
importante, pois na sepse ha uma grande formacéo destas ERO. Um estudo recente
relatou beneficios anti-envelhecimento da HDZ por ativar PKA, sirtuinas e NRF2,
conhecidos por ter profundo impacto na funcdo mitocondrial e na homeostase
antioxidante (DEHGHAN et al., 2019). Devido a presenca de ligagdes NH conjugadas,
HDZ exibe excelentes propriedades de eliminacao de radicais (BOULEBD et al., 2020)
(Figura 3).

10
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Figure 3: Estrutura molecular da hidralazina.
2.7 Modelos de Inducéo da Sepse

Diversos modelos animais tem sido utilizados para estudar a fisiopatologia da

sepse com o intuito de representar a complexidade clinica encontrada na sepse em
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humanos. Os dois modelos mais frequentemente utilizados nos experimentos para
inducéo de sepse sédo ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) e a administracéo de LPS
(ZANOTTI-CAVAZZONI; GOLDFARB, 2009). O modelo CLP em roedores tornou-se
0 modelo mais utilizado para sepse experimental e é considerada como o padrdo ouro

na pesquisa em sepse (RITTIRSCH et al., 2009).

Desenvolvido ha cerca de 40 anos, o modelo CLP é considerado um modelo
realista para a inducdo de sepse polimicrobiana em ambientes experimentais para
estudar os mecanismos inflamatérios e moleculares envolvidos na sepse
(WICHTERMAN et al., 1980). Resumidamente, o CLP apresenta ligadura abaixo da
valvula ileocecal apos laparotomia mediana, seguida por puncao do ceco com agulha.
Como o ceco € uma fonte endégena de contaminacédo bacteriana, a perfuracdo do
ceco resulta em peritonite bacteriana, que é seguida pela translocacao de bactérias
entéricas mistas para o compartimento do sangue. No inicio da sepse, a bacteremia
desencadeia a ativacao sistémica da resposta inflamatoria, subsequente choque
séptico, disfuncédo de mdltiplos 6rgaos e, finalmente, morte. Quando o modelo CLP é
usado em roedores, eles apresentam padrdoes de doenca com sintomas tipicos de
sepse ou choque séptico, como hipotermia, taquicardia e taquipneia (RITTIRSCH et
al., 2009).

Apesar de sua importancia na clinica e amplo uso na pesquisa em sepse, uma
das principais preocupacdes do modelo CLP é a diversidade. Antigamente, varias
versbes do modelo foram utilizadas, sendo que algumas delas diferem
substancialmente de sua descri¢céo original em 1979 (HUBBARD et al., 2005). Uma
das vantagens do modelo CLP é que ele pode ser adaptado para induzir sepse com
uma faixa de gravidade para investigacdo de sepse aguda e crbnica (XIAO et al.,
2006). No entanto, essa caracteristica € também seu grande ponto fraco, pois é
importante que este modelo seja utilizado com alta consisténcia para obter resultados
confiaveis e reprodutiveis. Com base nas caracteristicas do préprio modelo, o
resultado apés o CLP esta intimamente associado a varios fatores durante o
procedimento. Como por exemplo, o comprimento da ligacdo do ceco, que é um dos
principais determinantes da mortalidade, assim como o tamanho da agulha utilizada

para a puncao e o niumero de puncdes (RITTIRSCH et al., 2009).
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2.9 Gravidade da Sepse em Modelo Animal

Uma das maiores dificuldades encontrada no estudo de animais com sepse era
determinar a sua gravidade. Sem isso, ndo tinha como avaliar clinicamente quais 0s
efeitos dos diversos tratamentos sobre a gravidade da doenca. Por conta disso,
pesquisadores se debrucaram para encontrar um método mais adequado para
determinacdo da gravidade desta doenca em um modelo murino de sepse. Assim,
Shrum et al, (2014) desenvolveu um método que avalia e pontua sete variaveis

clinicas na sepse (Quadro 1).

As variaveis finais que foram incorporadas no escore clinico de sepse incluiram
aparéncia (ou seja, grau de piloerecao apresentado pelo animal), nivel de consciéncia,
atividade espontanea, resposta ao toque e estimulos auditivos, aparéncia dos olhos,
frequéncia e qualidade respiratéria (respiracao dificil ou ofegante). Cada uma dessas
variaveis recebe uma escore entre 0 e 4 que serve para avaliar a gravidade do modelo
da sepse (SHRUM et al., 2014).

Quadro 1: Escore clinico para avaliar a gravidade da sepse em modelo murino.

VARIAVEL ESCORE E DESCRICAO

0 — Pele macia (lisa).

1 — Partes do pelo com piloerecgé&o.

Aparéncia 2 — Maioria das costas com piloeregéo.

3 — Pode ou ndo apresentar piloerec¢do, rato parece inchado.

4 — Pode ou ndo apresentar piloerecao, rato parece “desnutrido”.

0 — O rato esta ativo.

1 - O rato esta ativo, mas evita ficar de pé.

2 — A atividade do rato é visivelmente diminuida. O rato ainda esta
ambulante.

3 — A atividade é prejudicada. O rato s6 se move quando provocado,
movimentos com tremor.

4 — Atividade gravemente prejudicada. O rato permanece estacionario
guando provocado, com possivel tremor.

0 — Quantidade normal de atividade: comer, beber, escalar, correr, lutar.
1 — Atividade levemente suprimida. O rato se move no fundo da gaiola.

2 — Atividade suprimida. O rato esta parado com movimentos
Atividade investigativos ocasionais.

3 — N&o ha atividade. O rato esta parado.

4 — Nenhuma atividade. Rato com tremores, particularmente nas pernas
traseiras.

Nivel de
consciéncia

Resposta ao | 0 — O rato responde imediatamente ao estimulo auditivo ou ao toque.
estimulo 1 — Lento ou nenhuma resposta ao estimulo auditivo; Resposta forte ao
toque (move para escapar).
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VARIAVEL ESCORE E DESCRICAO

2 — Nenhuma resposta ao estimulo auditivo; resposta moderada ao toque
(move alguns passos).

3 — Nenhuma resposta ao estimulo auditivo; resposta suave ao toque
(sem locomocéo).

4 — Nenhuma resposta ao estimulo auditivo. Pouca ou nenhuma resposta
ao toque. Nao pode se endireitar se for empurrado.

0 — Abertos.

1 — Olhos néo totalmente abertos, possivelmente com secrecdes.

Olhos 2 — Olhos pelo menos meio fechados, possivelmente com secrecoes.

3 — Olhos meio fechados ou mais, possivelmente com secrecoes.

4 — Olhos fechados ou leitosos.

0 — Respiragdo normal e rapida do rato.

1 — Respiracao ligeiramente diminuida (taxa ndo quantificavel por olho).
2 — Respiragdo moderadamente reduzida (taxa na faixa superior de

Taxa de o
o quantificagéo por olho).
respiracao . . . .
3 — Respiragéo severamente reduzida (taxa facilmente contabilizavel por
olho, 0,5 s entre respiracdes).
4 — Respiracao extremamente reduzida (> 1 s entre respiracdes).
0 — Normal.
. 1-Br ri respiragao for .
Qualidade de eves periodos de respiracdo forcada
L 2 — Forcada.
respiragao

3 — Forgada com suspiros intermitentes.
4 — Ofegante (suspiros).
Fonte: Traduzido de SHRUM et al. BMC Res Notes,7:233, 2014.

2.10 Biomarcadores Utilizados na Sepse

Além da utilizacdo de um escore clinico para avaliar a gravidade da sepse,
existem diversos marcadores que auxiliam no acompanhamento e evolugcdo do
quadro da sepse. S&o os biomarcadores que podem ser medidos e avaliados como
indicadores da funcdo normal ou patolégica do organismo ou de uma resposta a um
agente farmacologico (INGRAM, 2013). Devido a relativa facilidade de obtencéo, a
partir de fluidos biolégicos, os marcadores bioquimicos sdo possivelmente os que
apresentam uma maior relevancia na pratica clinica e na investigacdo médica
(FARINHA, 2019).

Existem véarios tipos de biomarcadores: histolégicos (amostras de tecido
obtidas por biopsias), anatémicos, fisicos (modificacdes caracteristicas em estruturas
biolégicas), fisiologicos (funcdes de 6rgdos) e bioquimicos (lactato, amplitude de
distribuicdo dos glébulos vermelhos (RDW), leucograma, etc.). Os biomarcadores

podem ser hormonios, enzimas, genes, moléculas, células especificas, um parametro
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guimico, fisico ou bioldgico, e ndo servem apenas para diagnosticar ou avaliar a
progressao da doenca, mas servem também para acompanhar a evolucéo do paciente

e se o tratamento esta sendo eficaz.

Os diversos biomarcadores que ja foram estudados para o diagndstico precoce
da sepse, podem ser divididos em biomarcadores para predicdo do risco,
biomarcadores para diagndstico, para monitoramento e para desfecho (LORA-
ANDOSILLA et al., 2018). Nesse grupo de moléculas, podemos destacar o sucesso
de algumas, como a procalcitonina e o CD14 (NOBRE e BORGES, 2016), mas elas
apresentam elevado custo e ndo sdo compativeis com a realidade de paises de baixa

e média renda, como o Brasil.

A hemocultura é considerada o melhor no diagnéstico da sepse. No entanto,
sua positividade é variavel e os resultados nao séo disponibilizados rapidamente para
definicdo de uma conduta terapéutica adequada. Por esse motivo, proteinas de fase
aguda como a proteina C-reativa (PCR) e a procalcitonina (PCT), sdo empregadas
para o diagnostico precoce da sepse. Além disso, ainda podemos citar outros
marcadores moleculares como as interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10), fator de
necrose tumoral (TNF) e fatores estimuladores de colonias (G-CSF, M-CSF, GM-
CSF). Recentemente, novos marcadores estdo sendo investigados, principalmente a
amiloide sérica A (SAA), o receptor CD64 de neutrodfilo e a interleucina B (IL-p). Todos
esses marcadores biolégicos, quando associados a avaliacdo clinica, aumentam as
chances de acerto diagndstico e trazem mais seguranca para o inicio precoce do

tratamento e melhora o progndstico dos pacientes (MACHADO et al., 2017).

Sabe-se que a sepse apresenta altas taxas de mortalidade e morbidade. Desta
forma, torna-se justificavel e relevante a realizacdo desta pesquisa considerando que
a terapéutica atual utilizada néo é suficiente para reduzir essas taxas de mortalidade.
Estudos com novas substancias, como por exemplo a hidralazina, que, devido as suas
propriedades, apresenta efeitos benéficos na melhoria da resposta inflamatoria e do
estresse oxidativo podem fornecer informacdes relevantes para a elucidacdo de tal
impacto na sepse. Um outro ponto importante a ser destacado € o custo — beneficio
da utilizacdo dessa substancia, uma vez que a mesma apresenta valor de mercado

acessivel.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da HDZ na melhoria da sobrevida, na resposta inflamatoria, no
estresse oxidativo induzida pela sepse em um modelo animal, bem como investigar

0S possiveis mecanismos envolvidos.

3.2 Objetivos Especificos

v/ Realizar uma revisdo sistemética sobre a associacdo entre a ma perfuséo

avaliada nos tecidos periféricos e a mortalidade na sepse;
v'Avaliar os efeitos da HDZ sobre o tratamento da sepse:
¢ A taxa de sobrevivéncia e severidade da sepse em modelo animal;
e Temperatura e massa corporea;
¢ Niveis de glicemia e lactato em amostras de sangue;

¢ Parametros hemodinamicos como a presséao arterial média, pressao arterial

sistélica, pressao arterial diastolica e a frequéncia cardiaca;
¢ A resposta inflamatoria produzida pela sepse;

e O estresse oxidativo produzido pela sepse através da mensuracdo de
marcadores de dano oxidativo e das defesas antioxidantes em tecidos;

v Investigar a participagao da via de sinalizagédo PI3K/Akt nos efeitos da HDZ sobre
a sepse.
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4 MATERIAL E METODOS

Esse capitulo serd dividido em duas partes. Primeiro sera apresentado o
material e métodos referentes a revisdo sistematica. E, em seguida, o material e

métodos referentes ao estudo experimental.
4.1 Reviséo Sistematica

4.1.1 Pergunta norteadora

Ha correlacdo entre o indice de perfusdo periférica e a mortalidade na sepse?

4.1.2 Estratégia de busca

Os itens contidos no Prisma que orientam a descri¢ao de revisdes sistematicas
e metandlises foram usados. A pesquisa eletronica foi feita nas bases de dados
Cochrane Central Register of Controlled Trials (Central), Medline, Embase, Scopus e
Web of Science até fevereiro de 2018 para identificar estudos relevantes. Na
estratégia de busca, ndo foram usados filtros que limitassem a data de publicacéo, o
idioma e o tipo do artigo. Nao foi usado um limite de tempo para a data inicial da
pesquisa. Embora isso pareca dificultar a pesquisa por aumentar o tempo, o objetivo
era justamente tornar a pesquisa a mais ampla possivel. Os desenhos dos estudos
nao foram restritos porque, embora as “avaliagbes do risco de mortalidade” sejam
classicamente estudadas em “estudos observacionais” (prospectivos ou
retrospectivos), essa selecao foi feita na triagem manual por cada um dos autores. A
estratégia de busca estruturada foi projetada para identificar qualquer documento
publicado que avaliasse a perfusdo periférica (com qualquer método) e a mortalidade
em pacientes com sepse, ou qualquer informagdo sobre essas palavras, com o
objetivo de tornar a revisao a mais abrangente possivel. A estratégia de busca incluiu
palavras-chave (descritores) e titulos de assuntos médicos para sepse,

microcirculacdo, mortalidade e perfusao periférica.
4.1.3 Desfechos

O desfecho primério foi avaliar a associacdo entre ma perfusdo tecidual
periférica e mortalidade na sepse. Inicialmente, os titulos relacionados ao assunto
foram selecionados. Essa selecao foi baseada nos titulos que abordaram como ideia

principal o indice de perfusédo periférica e a taxa de mortalidade em pacientes com
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sepse. No fim dessa etapa, todos os titulos duplicados foram excluidos. Os artigos
identificados pela estratégia de busca inicial foram avaliados em conjunto por dois
autores. Nos casos em que nao houve consenso, uma revisdo independente foi feita.
Os artigos foram selecionados de acordo com os seguintes critérios de incluséo:
estudos que avaliaram a correlacdo entre o indice de perfusdo periférica e a
mortalidade em pacientes com sepse. Os critérios de exclusdo foram artigos de
revisdo, estudos com animais, estudos pré-clinicos, metanalises, resumos, anais de
congressos, editoriais, cartas, relatos de casos, estudos duplicados e artigos que nao
apresentavam resumos e/ou ndo tinham texto. Subsequentemente, dois autores
revisaram em conjunto os resumos dos artigos selecionados para confirmar a
relevancia para o estudo. Quando o titulo e o resumo néao forneciam informacdes
suficientes, o artigo era lido na integra, impediu-se assim que estudos importantes

fossem deixados fora desta revisao sistematica.
4.1.4 Extracdo de dados

Os dados foram extraidos por um revisor e verificados por outro. As
informacdes a seguir foram extraidas de todos os estudos: primeiro autor, ano de
publicacdo e pais, metodologia, resultados, fonte de sepse e escores dos indices
relacionados a gravidade, tais como o0 que avalia a gravidade da doenca crbnica e
aguda com base na fisiologia (Physiology and Chronic Health Evaluation — Apache),
0 que faz uma avaliacdo sequencial da faléncia de orgaos (Sequential Organ Failure
Assessment — SOFA), além de pressado arterial média (PAM), frequéncia cardiaca
(FC), perfuséo periférica, saturacao de oxigénio e mortalidade por sepse. A estratégia

de busca é apresentada na figura 4.
4.1.5 Avaliacao da qualidade

Para avaliar a qualidade dos estudos incluidos, a verséo original (para estudos
de caso-controle e de coorte) e uma versao modificada (para estudos transversais) da
escala de Newcastle-Ottawa (Newcastle-Ottawa Scale — NOS) foram usadas. As
analises foram feitas por dois pesquisadores de forma independente. Os critérios da
NOS receberam escores com base em trés aspectos: (i) selecéo, (ii) comparabilidade
e (iif) exposigao ou resultado. Os escores totais da NOS variam de 0 (mais baixo) a 9

(mais alto) para estudos de caso-controle e de coorte e de 0 a 10 para estudos
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transversais. Aqueles que obtiveram escores acima da mediana foram classificados
como estudos de alta qualidade: cinco para estudos de caso-controle e de coorte e
seis para estudos transversais. Qualquer discrepancia entre os dois pesquisadores
nos escores NOS dos estudos inscritos foi resolvida por discussao ou consulta a um
terceiro pesquisador.

Busca PUBMED (n = 1.344), WEB OF SCIENCE

o (n = 2.248), SCOPUS (n = 547), COCHRANE (n = 41)
'§ e palavras-chave e bibliografia dos artigos
o relevantes (n = 4.180)
£
@
k=]
— | Duplicados (n =2.012)
E
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=
' Excluidos (n = 2.126)
-Auséncia de texto ou de resumo (n= 12)
= -Auséncia de artigos completos (n = 84)
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Figura 4: Fluxograma dos artigos incluidos. Os artigos que ndo estavam relacionados a estudos
primarios de prognostico foram excluidos de acordo com os seguintes critérios de exclusdo: estudos
duplicados, artigos sem resumos e/ou sem texto, artigos ndo mostrados na integra (resumos, relatérios
de conferéncias, postagens de conferéncias, editoriais, cartas, relatos de casos), revisdes ou
metanalises, estudos em animais ou pré-clinicos, e cujos sujeitos ndo atendiam aos critérios deste
estudo. (Fonte: SANTOS et al., 2019).
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4.2 Realizagcdo dos Experimentos in vivo
4.2.1 Drogas

Durante a execucao dos experimentos, foram utilizadas as seguintes drogas e
reagentes: Hidralazina (Nepresol®, Cristalia, Sdo Paulo/Brasil), Dipirona Soédica
(Ibasa, Porto Alegre/Brasil), Cetamina e Xilazina (Ambos da Sespo, Jacarei/Brasil),
Heparina (Roche, Rio de Janeiro/Brasil) e Isoflurano (BioChimico, Itatiaia/Brasil). Os
demais reagentes foram adquiridos pela Sigma (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-

Fallavier, Franca).
4.2.2 Populag&o e amostra

A populacao foi composta por 40 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus)
saudaveis com trés meses de vida e pesando entre 250 e 300 g provenientes do
biotério setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe.
Apbs a aprovagdo no Comité de Etica em Pesquisa Animal desta Universidade
(CEPAJ/UFS), esses animais foram transferidos para o Biotério do Laboratério de
Farmacologia Cardiovascular e Laboratério de Neurociéncias e Ensaios
Farmacologicos (LAFAC/LANEF/DFS/UFS) para a realizagdo dos protocolos
experimentais. Os animais foram acomodados em gaiolas de polietileno (41x34x16
cm), com maravalha, contendo 04 animais por caixa, com livre acesso a agua filtrada
e com racao especifica para roedores da marca Nuvilab® "ad libitum", em um ciclo de
claro/escuro de 12 h (12 h/12 h noite/dia; luzes acesas das 6 h as 18 h) e temperatura
controlada (22 = 1°C) durante todo o experimento. Todos os procedimentos
experimentais constavam no Guia do Conselho Nacional de Experimentagdo Animal
e foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade,
sob o nimero 20/2017 e o protocolo n°® 4923121119; ID 000193/2020 (Anexo A).

4.2.3 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 03 grupos com 10 animais cada, pareados por

peso corporal, mas distribuidos aleatoriamente pelo CLP:
v' Grupo Sham — animais saudaveis submetidos a cirurgia simulada;

v' Grupo Sepse — animais com sepse;
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v' Grupo Sepse + HDZ - animais com sepse tratados com HDZ na dose de 1

mg/kg (s.c.).

Os animais de todos os grupos foram monitorados nos tempos 0, 6, 12, 24 e
48 h apoés a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos. Decorrido o tempo final de
avaliagdo, os animais foram eutanasiados por dose excessiva da associagdo de

cetamina com xilazina (i.p. 270 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente).
4.2.4 Protocolo de inducéo da sepse

A sepse foi induzida pelo método de CLP. A cirurgia foi realizada 24 h apés o
procedimento realizado no item 4.2.11 e, seguindo a metodologia descrita por Rittirsch
et al (2009) com algumas modificacbes. Os animais foram anestesiados com
isoflurano 4-5% para inducédo e 1,5-3% para manutencdo da sedacdo e, apds a
confirmacédo da auséncia de reacdes a estimulos externos de pincamentos das patas
e cauda, eles foram tricotomizados na regido abdominal com o auxilio de uma
maquina de depilacdo. Apos a localizacdo da linha alba, foi realizada laparotomia de
2 cm e, com auxilio de material cirdrgico, o ceco e a valvula ileocecal foram localizados
e retirados da cavidade abdominal. Feito isso, foi realizada uma obstrugéo parcial
(75%) do ceco, abaixo da vélvula ileocecal, onde foi puncionada duas vezes com
agulha 18 G (perfuracéo transfixante) e pressionada para garantir a saida do conteudo
cecal pelos orificios. Em seguida, o ceco foi recolocado na cavidade e as paredes
abdominais suturadas (Figura 5). Os ratos do grupo sham foram submetidos a um
procedimento cirdrgico semelhante com exposicéo cecal, mas sem a ligadura e sem

a perfuracéo.
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Valvula ileocecal

Ceco “3h
Local de Local da
ligadura perfuracdo

Figura 5: Esquema ilustrativo da ligadura e perfuracéo do ceco. a) representa a juncdo entre o intestino
delgado e o grosso (ceco); b) representa a por¢cdo do ceco onde as perfuragdes foram realizadas.
(Fonte: BURAS et al., 2005, adaptado).

Os animais receberam uma reposicéo volémica (s.c.) com soro fisiologico (30
mL/kg) pré-aquecida (37°C), a qual foi administrada imediatamente apos o
procedimento cirargico, para reposi¢cdo de volume, foram analgesiados com dipirona
sédica 80 mg/kg (i.m.) e mantidos em manta térmica aquecida (37°C) até a
recuperacdo pos anestesia. Os animais de todos os grupos passaram a receber
reposicao volémica com SF 0,9% nos tempos de 6, 12 e 24, via subcutanea, até a

eutanasia.

No grupo dos animais em que foi administrada a HDZ, esses receberam uma
dose do medicamento de 1 mg/kg (s.c.), 4 h apds a indugéo da sepse e depois de 12-
12 h até tempo final de 48 h. Nos momentos em que a administracdo da HDZ coincidia
ao momento em que 0s animais seriam avaliados, essa foi administrada apos a
verificacdo de todos os parametros. Os animais do grupo sham foram submetidos a
um procedimento cirdrgico semelhante, onde o ceco foi somente exteriorizado, sem
serem perfurados ou obstruidos, e em seguida recolocado no abdémen e a cavidade

abdominal suturada (Figura 6).
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Figura 6: Esquema representativo do delineamento experimental utilizado nesse estudo. Fonte:
Elaborada pelo autor.

Foi realizado um projeto piloto para determinar a dose a ser utilizada nesse
estudo, assim como o melhor momento para o inicio do tratamento. Uma vez que o
intuito era usar a substancia em um periodo posterior a inducéo da sepse, garantindo
assim gue os animais desenvolvessem um quadro infeccioso, para que pudéssemos

avaliar de fato os efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios do medicamento estudado.

Apesar do modelo de inducdo da sepse utilizado ser considerado entre suave
e moderado, ele apresenta uma elevada taxa de mortalidade. Desta forma, por esse
e por outros fatores que acabam por interferir nos experimentos, alguns animais foram
repostos apds a morte ou perda por algum outro motivo, com o intuito de completar o

n minimo exigido para os testes estatisticos.
4.2.5 Avaliacdo da taxa de sobrevivéncia

A taxa de sobrevivéncia para todos os grupos foi estimada pela curva de
Kaplan-Meier em 6, 12, 24 e 48 h ap0ds a cirurgia para CLP. Os animais que morreram
durante o procedimento cirtrgico ou devido a administracdo dos anestésicos nao

foram contabilizados para a avaliacdo da curva de sobrevivéncia.
4.2.6 Determinacédo do escore clinico de gravidade da sepse

A gravidade da sepse foi monitorada por um escore clinico, obtido por meio da
verificacdo individual de sete critérios, sdo eles: aparéncia, nivel de consciéncia,
atividade, resposta ao estimulo, aspecto dos olhos, frequéncia respiratoria e qualidade
da respiracdo (Quadro 1), conforme estabelecido por Shrum et al., (2014). Esses

critérios foram pontuados para todos os grupos nos tempos 0 e 6, 12, 24 e 48 h apos
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a cirurgia de CLP. Os ratos foram avaliados enquanto ainda estavam em suas gaiolas

(com as tampas removidas para melhor visualizacao).
4.2.7 Avaliacdo da temperatura corporea

A temperatura corporea foi avaliada pela introducao de um termémetro clinico
digital (Caretech, Zhenzhong Road/China) no reto dos animais pertencentes a todos
0s grupos. Antes do inicio dos experimentos os animais foram ambientados em sala
com temperatura controlada (21 + 1°C). Foram realizadas medidas basais no dia
anterior ao inicio dos experimentos. A temperatura retal foi avaliada nos tempos 0, 6,
12, 24 e 48 h ap6s a inducdo, em triplicatas, sendo a média desses resultados

expressas em °C.
4.2.8 Peso corporeo

Para avaliar a variacao do peso corporal dos animais, foi utilizada uma balanca
digital (Bioprecisa®, Tijucas do Sul/Brasil). Os animais foram pesados antes da

inducdo da sepse e nos tempos de 6, 12, 24 e 48 h apoés a cirurgia para CLP.
4.2.9 Determinacéo da glicemia

A glicemia foi avaliada antes de iniciar os protocolos experimentais e nos
tempos de 6, 12, 24 e 48 h apés a inducdo da sepse, com uma gota de sangue obtida
por puncao da veia caudal e medida pelo método enzimético colorimétrico da glicose-
oxidase/peroxidase, utilizando tiras reagentes (ACCU-CHEK Advantage Il, Roche,
Sao Paulo/SP, Brasil) e o glicosimetro (ACCU- CHEK Advantage Il, Roche, Séo
Paulo/SP, Brasil), de acordo com as especificagdes do fabricante.

4.2.10 Determinacao do lactato enzimatico

O lactato plasmatico foi medido em amostras de sangue coletadas (100 pl) por
cateter arterial nos tempos 0, 6, 12, 24 e 48 h. As amostras foram armazenadas em
tubos contendo fluoreto de soédio, como inibidor glicolitico, e o anticoagulante EDTA e
centrifugadas por 10 minutos a 3.000 x g em temperatura ambiente, seguindo as
instrucdes do fabricante (Labtest, Lagoa Santa/MG, Brasil). Todas as medidas foram
realizadas com o auxilio de um espectrofotdbmetro de espectro multiscan (Femto,
Modelo 800XI).
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4.2.11 Avaliagéo dos parametros hemodinamicos

Neste procedimento, os ratos foram anestesiados e sedados com cetamina 90
mg/kg e xilazina 10 mg/Kg (i.p.), e cateteres de polietileno (PE), um segmento de PE-
10, soldado a um segmento de PE-50, preenchidos com solucao salina heparinizada
(2:20 v/v), foram implantados, através de incisdo inguinal, na aorta abdominal e na
veia cava inferior, via artéria e veia femoral esquerdas, respectivamente. Apds a
insercao e fixacdo, os cateteres foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados
através de uma incisdo na regiao cervical posterior do animal (scapulae). As incisdes
foram entdo suturadas e os animais colocados em caixas individuais, onde
permaneceram por um periodo minimo de 24 h (recuperacdo pés-operatoéria). Logo
apos o procedimento cirdrgico, os animais foram tratados com dipirona sodica 80

mg/kg (i.m.) para analgesia.

Apo6s o periodo de recuperacdo pos-operatério, o cateter arterial foi conectado
ao transdutor de pressao (Edwards Lifescience, Irvine, CA, EUA) devidamente pré-
calibrado e acoplado a um amplificador (Bridge Amp FE221, ADInstruments). A PA foi
registrada em um microcomputador com interface analogico-digital. O sinal de PA foi
registrado e processado pelo software computacional LabChart Pro versao 7
(ADInstruments, USA) pontos de inflexdo foram identificados e geradas séries
temporais batimento a batimento, utilizando frequéncia de amostragem de 2000 Hz.
Valores de PA média (mmHg), sistolica (mmHg), diastélica (mmHg), e FC (bpm) foram
obtidos e mensurados. Esses parametros foram avaliados nos tempos de 0 e 6, 12,

24 e 48 h ap0s a inducédo da sepse.
4.3 Realizagcao dos Ensaios de Biologia Molecular
4.3.1 Dosagens de citocinas séricas

As concentracfes de TNF-a e IL-1B (em 6 h) e IL-10 (em 12 h) foram medidos
no soro obtido de amostras de sangue coletadas por cateter arterial apos a inducao
da sepse. O sangue foi centrifugado por 10 minutos, a 112 x g em temperatura
ambiente e o soro armazenado a -80 °C. As citocinas foram dosadas pelo método de
imunoensaio enzimatico (ELISA), conforme metodologia descrita por Moura, 2015 e
de acordo com os kits comerciais especificos obtidos, seguindo as instru¢des do

fabricante (Thermo Fisher Scientific, Waltham/Massachusetts, EUA), para cada
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citocina estudada. Todas as medidas foram realizadas em triplicata, com o auxilio de
um espectrofotbmetro de espectro multiscan (Femto, Modelo 800XI, Sé&o

Paulo/Brasil).
4.3.2 Extragdo de proteinas do tecido

Apos o término do acompanhamento dos animais, o baco, figado e rim foram
homogeneizados na propor¢cdo de 100 mg de tecido/ml diluido em tampao fosfato
50mM pH 7,4. As amostras foram centrifugadas a 1.008 x g por 15 min a 4°C e o

sobrenadante foi utilizado nos ensaios.
4.3.3 Determinacao da concentracao total de proteinas

A dosagem das amostras de proteinas foi realizada pelo método de Bradford

(1976) utilizando o BSA (albumina do soro bovino) para fazer a curva padréo.
4.3.4 Atividade da enzima mieloperoxidase

A atividade da MPO foi determinada no baco, figado e rim e expressa em U/g
de tecido, de acordo com o procedimento descrito por Hillegass et al., (1990) com
pequenas modificacdes. As amostras foram homogeneizadas em tampéao fosfato 50
mM pH 6,0 contendo brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5% e centrifugado a
14.000 xg por 2 min a 4°C. O sobrenadante (5 L) foi misturado com 200 pL de tampao
fosfato 50 mM contendo orto-dianisidina (1,167 mg/mL) e perdxido de hidrogénio (1%).
A atividade da MPO foi medida com o auxilio de um espectrofotébmetro multiscan de

espectro a 460 nm (Femto, Modelo 800XI, Sdo Paulo/Brasil).
4.3.5 Avaliagéo do estresse oxidativo
4.3.5.1 Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da CAT foi mensurada através da adicao de 10 pL de amostras no
tampao fosfato (pH 7.4) (AEBI, 1984). A reacdao foi iniciada com a adi¢cao de peroxido
de hidrogénio (H202) no tampéao da amostra. Apos a adicao do H202 a temperatura de
32°C a catalase passa a decompor o H202, que pode ser mensurado em onda a 240
nm. Uma unidade da CAT é definida através do consumo de um pmol de H20:2 por

minuto, assim atividade enzimatica foi expressa em units/mg de proteina.
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4.3.5.2 Atividade da enzima superodxido dismutase (SOD)

A enzima SOD é envolvida na oxidacdo da epinefrina. A disponibilidade da
SOD, enzima capaz de remover radical superoxido O2.-, catalisa a dismutacédo do
oxigénio (O2) em peroxido de hidrogénio (H202) (MARKLUND, 1985). A oxidacdo da
epinefrina seguiu os termos da produgédo de adrenocromo, no qual exibe absorgéao
maxima de 480 nm, salvo que, todas as reacbes acontecem a 32°C. A reacéo foi
iniciada pela adicao de epinefrina acida (pH 2,0) a mistura da reacéo tamponada. Uma
unidade SOD é definida com base na quantidade de enzima necessaria para causar
a inibicdo de 50% da velocidade de reducao do adrenocromo, formacao de superoxido
num sistema (MARKLUND, 1985).

4.3.6 Avaliacdo dos marcadores de dano oxidativo
4.3.6.1 Marcador de dano lipidico

O complexo formado por substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
€ amplamente usado como biomarcador de peroxidacdo lipidica em sistemas
biolégicos, pois a determinacédo destes produtos envolve a quantificacdo dos aldeidos
formados durante a peroxidacdo lipidica, resultantes da degradacdo de
hidroperoxidos, que reagem com o acido tiobarbiturico, incluindo o malondialdeido
(MDA) (ESTERBAUER e CHEESEMAN, 1990).

Amostras foram coletadas, cortadas em pequenos pedagos e homogeneizadas
em solucao de fosfato de potassio (50 mM, pH 7,4). Em seguida, aliquotas contendo
200 pL do homogenato (em duplicata) foram incubadas a 90°C durante 45 min com
400 pL de solucdo contendo &cido tiobarbitirico (TBA) a 0,67%, em &cido
tricloroacético (TCA, do inglés trichloroacetic acid) a 12%. No final da incubacao, as
amostras foram centrifugadas por 5 min a 1.008 x g, e 300 uL do sobrenadante foram
retirados e submetidos a extracdo do produto de reacdo com igual volume de n-
butanol e 30 pL solucdo saturada de NaCl, seguida pela agitacdo em vortex por 30 s
e centrifugagcdo durante 2 min a 1.008 x g. Os sobrenadantes foram pipetados em
placa de 96 pocos para leitura dos valores de absorbancia em leitor de microplaca
Espectra Max plus 384e (Sunnyvale, CA, EUA) a 535 nm (corrigidos pelos valores de
absorbéancia a 572 nm). Os resultados foram expressos como nmol de MDA/mg de
tecido (BOSE; SUTHERLAND; PINSKY, 1989), utilizando-se, para o calculo, o
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coeficiente de extingdo molar do MDA de 1,55 x 105 M-1 cm-1
4.3.6.2 Marcadores de danos proteico

Grupamentos tiois, compostos organossulfurados que contém um ou mais
grupos sulfidril (-SH), indicam padré@o redox do meio celular. Se hd maior quantidade
de SH, supde-se que o meio se encontra redutor; se ha menor quantidade de SH,
meio oxidante. A determinacédo do conteudo de sulfidril foi realizada através da reacao
do dissulfeto aromatico, acido ditionitrobenzdéico — acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico)
— (DTNB), com os grupos sulfidril (SH) livres das proteinas, utilizando metodologia
descrita por Ellman (1959). Na técnica, os grupos -SH (1) reagem com DTNB (2),
resultando na formacdo da proteina tionitrofenilada (3) e um &anion — 2-nitro-5-
tiobenzoato — TNB (4), amarelado. As amostras dissecadas foram homogeneizadas
em tampao fosfato (50 mM, pH 7,4), com auxilio de homogeneizador de tecidos
Pollytrone (13000 rpm), durante 15 segundos, com os tubos sempre mantidos em
gelo. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados (15 min a 14000 rpm, 4°C)
para a obtencdo do sobrenadantes. Com os sobrenadantes, procedeu-se a dosagem

de proteinas para normalizacdo das amostras na concentracdo 1 ug/uL de proteina.

Em microplaca com 96 pocos, foi pipetado 50 pL das amostras normalizadas,
exceto nos brancos, 115 pL de PBS em todos os pogos, 35 pL de tampéao forte
(solucéo de EDTA 0,2 mM e é&cido borico 100 mM, pH 8,5). A reacéo foi iniciada pela
adicao de 10 uL de DTNB em todos os poc¢os. Apos incubar de 1 hora em temperatura
ambiente, procedeu-se a leitura da absorbancia em leitor de microplacas Espectra
Max plus 384 (Molecular Devicese, Sunnyvale, CA, EUA) a 412 nm (corrigidos pelos
valores de absorbancia do branco) para mensuracao da quantidade de TNB formado

gue, esta relacionado a quantidade de grupos tidis presentes na amostra.

A carbonilacdo de proteinas sera determinada de acordo com LEVINE et al.,
1990). Amostras de tecido serdo homogeneizadas com tampéo fosfato (pH=7,4) e
centrifugadas a 1.008 x g por 15 min. O sobrenadante sera coletado e uma aliquota
sera usada para a dosagem de proteinas. Posteriormente, duas aliquotas separadas
de 1 mg de proteinas serao incubadas com DNPH ou HCI (0,2M) por 1 h a temperatura
ambiente. As proteinas serédo precipitadas com TCA 10% e a fracdo proteica sera

usada para a medida da carbonilacdo. Apds a precipitagdo das proteinas, uma
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sequéncia de 3 lavagens com etanol-acetatato de etila (1:1) sera realizada e as
proteinas serdo dissolvidas em ureia 8M. A quantidade de grupos carbonila sera

determinado a 370 nm.

Os valores foram expressos em U/mg de proteina e todas as medidas foram
realizadas em espectrofotdmetro de espectro multiscan (Femto, Modelo 800XI, Sao

Paulo/Brasil).
4.3.7 Determinacdo do imunoconteudo proteico por western blot

Os 6rgaos (baco, figado e rim) foram homogeneizados em tampéo de lise
celular (20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1% Nonidet
NP40; 1% desoxicolato de sodio; 0,1% SDS) contendo inibidores de protease e
fosfatase (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, Franca). As amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante coletado. A dosagem de proteinas foi realizada
usando o método de Bradford (1976) usando albumina de soro bovino (BSA) como
padrdo. A extracdo de proteina total foi realizada usando RIPA Lysis and Extraction
Buffer (Thermo Fisher Scientific). As proteinas (40-80 pg por poco) foram separadas
usando géis de 10 a 12% SDS-PAGE e transferidas para membranas de nitrocelulose
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) sob uma voltagem constante de 20 volts em tampao
glicinal/tris (192 mM e 25 mM, respectivamente) contendo metanol (1:4) por 1 h,
usando um sistema Trans-Blot semi-seco (Bio-Rad, Estados Unidos). As membranas
foram entdo bloqueadas com BSA a 3% em solucado salina tamponada com fosfato
contendo Tween 20 a temperatura ambiente durante 1 h. As membranas foram
incubadas durante a noite, a 4°C, com 0s seguintes anticorpos primarios: Akt
fosforilada (S473) (1:1000; 4060S); Akt total (pan - C67E7) (1: 1000; 4691S) e B-Actina
(1: 2000; 4967S) (Cell Signaling, Ozyme, Franca). Apds a etapa de lavagem (3 x 10
min), a membrana foi incubada em anticorpo secundario durante a noite a 4°C. A
imunorreatividade foi detectada por quimioluminescéncia intensificada usando
Luminata strong ™ - substrato Western HRP (Merck-Millipore, MA, EUA) e a banda
alvo foi capturado pelo dispositivo iBright CL1000 (Invitrogen, Massachusetts, EUA).
As imagens obtidas foram analisadas no software Image J® e os resultados expressos
em unidades arbitrarias (UA) obtidos a partir da relacdo entre as unidades

densitométricas das proteinas estudadas.
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4.4. Anélise Estatistica

As curvas de sobrevivéncia foram analisadas pelo teste de log-rank (Mantel-
Cox). Para outros experimentos, os valores foram expressos como a média +/- erro
padrdo da média (EPM) e a significancia das diferencas entre as médias foi avaliada
usando, quando necessario, a analise de variancia de uma via (ANOVA), para analisar
a variacao na perda de peso corporal, citocinas, MPO, atividade do estresse oxidativo
(CAT, SOD, TBARS, sulfidril e carbonil) e western blot. Escore clinico de sepse,
parametros hemodinamicos, glicose no sangue, lactato e temperatura ANOVA de
duas vias. O pés-teste de Tukey foi realizado e um valor de p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Para todos esses procedimentos, bem como para a
confeccdo dos gréficos, foi utilizado o programa Graph Pad Prism versdo 5.0 (San

Diego, CA, EUA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
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5 RESULTADOS
5.1 Revisao Sistematica

A reviséo sistematica resultou na producéo e publicacdo do artigo entitulado:
“Association between peripheral perfusion, microcirculation and mortality in sepsis: a
systematic review”. O artigo foi publicado na Revista Brasileira de Anestesiologia,

gualis B1, o qual segue para apreciacdo em anexo (Anexo B).
5.1.1 Resultados da selecéo dos estudos

Foram encontrados 1.344 artigos na PubMed, 2.248 na Web of Science, 547
na Scopus e 41 na Cochrane, total de 4.180 artigos. Apds excluir 2.012 artigos
duplicados, passamos a leitura de 2.168 titulos e resumos. Apds o descarte de 12
artigos que nado apresentavam resumos e/ou textos, também foram excluidos 84
artigos ndo mostrados na integra (resumos, relatos de conferéncias, pOsteres de
conferéncias, editoriais, cartas, relatos de casos), 209 artigos por ndo apresentarem
analises ou metandlises, 280 por serem estudos com animais ou pré-clinicos e 1.541
artigos cujo assunto nao atendeu aos critérios deste estudo. No total, 42 artigos foram
selecionados para uma leitura completa. No fim dessa etapa, 26 artigos foram
finalmente selecionados (Figura 4). Houve um alto nivel de concordancia sobre a
inclusdo e a exclusédo dos estudos entre os dois pesquisadores que examinaram 0S

artigos encontrados na pesquisa.

Os pacientes avaliados eram heterogéneos e estavam gravemente enfermos,
0 que é tipico da sepse. Os estudos incluiram 2.465 pacientes. Os escores Apache
variaram de 4 a 28,8 (mediana = 19,5 [15,7 — 21,5]) para os pacientes com sepse e
de 18 a 23 (mediana = 21 [20 — 23]) para 0s pacientes com sepse grave, enquanto 0s
escores SOFA variaram de 4 a 13 (mediana = 10 [8 — 11]) para o grupo de pacientes
com sepse e de 4 a 11 (mediana = 8,3 [6 — 9,5]) para 0 grupo de pacientes com sepse
grave. A PAM variou de 67 a 89 mmHg (média = 76,77 + 5,94 mmHg) para os
pacientes com sepse e de 69 a 75 mmHg (média = 71 + 2,28 mmHg) para os pacientes
com sepse grave. A FC nos pacientes com sepse variou de 88 a 115 bpm (média =
102,9 + 7,35 bpm) e nos pacientes com sepse grave de 92 a 114 bpm (média = 103,2
+ 7,8 bpm).
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Em relacdo a qualidade dos estudos, 77% dos estudos de caso-controle, 66%
dos estudos de coorte e 64% dos estudos transversais foram considerados de alta

gualidade, de acordo com os critérios usados pelos autores.
5.1.2 Associacgao entre perfuséo periférica, microcirculacéo e mortalidade na sepse

Os métodos de mensuracgdo da perfusdo vascular mais usados foram NIRS (7
artigos) e SDF (5 artigos). O leito microvascular mais estudado foi a microcirculacéo
sublingual/bucal (8 artigos), seguida por circulacdo nos dedos (4 artigos) (Quadro 2).
Os dados sobre perfusdo microvascular e mortalidade em 23 dos artigos incluidos no
estudo (Quadro 2) mostraram claramente uma associacdo entre ma perfusédo
periférica e alta mortalidade, apenas trés artigos ndo mostraram associacao. Portanto,
dos 26 artigos incluidos na revisdo, cinco avaliaram pacientes em departamentos de
emergéncia e 21 avaliaram pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI) (Quadro
2). A mortalidade variou de 3% a 71% (mediana = 37% [28,6 — 43,7]).

Quadro 2: Associacao entre diagndstico de hipoperfuséo periférica e mortalidade em
sepse

Resultados principais
Referéncia Metodologia Mortalidade Perfuséo pe_riférica
vs. mortalidade
De Backer et al., | Adultos de UTI; | 44% (o tempo de | A proporcdo de pequenos
2002. Grupos: controle (n = | acompanhamento | vasos perfundidos foi
10), pacientes com | ndo foi | reduzida nos pacientes
sepse (n = 50), | claramente sépticos comparados aos
pacientes antes de | informado) pacientes controles. As
cirurgia cardiaca (n = deficiéncias mais graves
16) e pacientes nao no fluxo sanguineo
infectados gravemente microvascular foram
doentes (n = 5). A encontradas nos
microcirculacéo pacientes sépticos nao
sublingual foi sobreviventes.
investigada com
imagens OPS.
Sakr et al., | Adultos em UTIl; | 43% em 7 dias. | No inicio do choque,
2004. Grupos: controle (4) e sobreviventes e néo
choque séptico (n = sobreviventes
46). A microcirculacéo apresentaram densidades
sublingual foi vasculares e
investigada com porcentagens
imagens OPS. semelhantes de pequenos
vasos perfundidos. A
perfusdo de pequenos
vasos melhorou com o
tempo nos sobreviventes,
mas nao nos  ndo
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Referéncia

Metodologia

Resultados principais

Mortalidade Perfusado periférica
vS. mortalidade

sobreviventes. As
alteracbes
microcirculatérias  foram
semelhantes nos que
morreram por faléncia de
mdultiplos o6rgaos (MOF)
apos a resolugcdo do
choque e nos que
morreram por choque.

Doerschug et
al., 2007.

Adultos de UTI;
Grupos: controle (n =
15) e sepse grave (n =
24). @) fluxo
microvascular foi
estimado pelo método
NIRS.

33% em 30 dias Este estudo mostrou que a
hemoglobina
microvascular foi
significativamente
reduzida nos pacientes
sépticos. Além disso, a
taxa do consumo de
oxigénio tecidual e a taxa
de aumento da StO2
durante a  hiperemia
reativa foram
significativamente  mais
lentas nos  pacientes
sépticos. A StO2 em
repouso medida 24 horas
apos o inicio da disfuncao
organica nao foi
associada a faléncia ou
sobrevida dos 6rgdos em
7, 14 ou 30 dias.

Trzeciak et al.,
2008.

Adultos de DE e UTI;
Grupos: controle (n =

5) e sepse
grave/choque séptico
(n = 26). A

microcirculacao
sublingual foi avaliada
por imagem OPS.

42% de | Os indices

mortalidade microcirculatérios iniciais

hospitalar. (menor velocidade de
fluxo e perfuséo
heterogénea) foram mais
acentuadamente
prejudicados nos nao
sobreviventes
comparados aos
sobreviventes. Esses

mesmos indices foram
mais acentuadamente
prejudicados com o
aumento da gravidade da
disfuncdo cardiovascular
sistémica

Leone et al.,
20009.

Adultos de UTI;
Grupos: nenhum grupo
controle e choque
séptico (n = 42). A
saturacdo de oxigénio
tecidual (StOy) foi

31% em 28 dias Os valores de StO, foram
significativamente

menores nos nao
sobreviventes que nos
sobreviventes. Nos

pacientes com choque
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Referéncia

Metodologia

Resultados principais

Perfuséo periférica

Mortalidade .
vs. mortalidade

monitorada pelo séptico, a saturacdo de
método NIRS. oxigénio tecidual abaixo
de 78% foi associada ao
aumento da mortalidade

em 28 dias.
Spanos et al., | Adultos de DE; | 3% sepse 37% | O indice de fluxo
2010. Grupos: controle (n = | sepse grave aos | microvascular e a
16), sepse (n = 29) e | 28 dias densidade dos vasos
sepse grave (n =19). A perfundidos foram

microcirculacéo
sublingual foi avaliada
por imagem SDF.

pequenos no grupo com
sepse grave comparado
ao grupo com sepse. A
proporcdo de  vasos
perfundidos foi
significativamente
reduzida nos pacientes
gue ndo sobreviveram.

Sakr et
2010.

al.,

Adultos de UTl,
Grupos: voluntarios
saudaveis (n = 20),

7% de
mortalidade em
UTlI

A HbO; da mucosa bucal
nas 24 horas seguintes ao
inicio do choque séptico

grupo controle em UTI foi menor nos néo

(n = 8) e choque sobreviventes que nos

séptico (n = 21). A sobreviventes. O fluxo da

perfusdo foi medida mucosa bucal aumentou

com LDF/VLS. durante o 2° dia de choque

séptico nos sobreviventes

e diminuiu posteriormente.

Ait-Oufellaetal., | Adultos de UTI; | 45% em 14 dias O escore de descoloracao
2011. Grupos: sem grupo irregular da pele foi um
controle, choque forte preditivo de

séptico (n = 60). A mortalidade, atingiu uma

perfusdo microvascular

razao de chances de 74

foi avaliada pelo quando o escore foi 4-5.
escore de
descoloracao irregular
da pele.
Rodriguez et al., | Adultos de UTI; | 57% (o tempo de | No choque séptico, o0s

2011. Grupos: controle (n = | acompanhamento | valores de rSO2 foram
50) e choque séptico (n | ndo foi | menores nos nao
=19). O indice regional | claramente sobreviventes que nos
de saturagao de | informado) sobreviventes na fase
oxigénio (rSO,) foi basal, 12 horas e 24 horas
obtido no mausculo apos a admissdo em UTI.
braquiorradial. As
mensuragbes  foram
feitas pelo método
NIRS.

Shapiro et al., | Adultos de DE; | Sepse 5%, | As mensuracdes via NIRS

2011. Grupos: controle (n = | choque  séptico | para StO, inicial,
50), choque séptico (n | 38% de | inclinacdo de oclusdo de

= 58) e sepse (n = 60).

StO, e

inclinacdo de
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Referéncia

Metodologia

Resultados principais

Perfuséo periférica

Mortalidade .
vs. mortalidade
A perfusao foi avaliada | mortalidade recuperacdo de StO;
por StO; tecidual pelo | hospitalar foram menores nos

método NIRS.

pacientes com choque
séptico comparado aos
pacientes sépticos. A
inclinacdo de recuperacao
foi mais fortemente
associada a disfuncéo
organica e mortalidade.
No entanto, a StO néo foi
diferente entre 0s
sobreviventes e néo
sobreviventes, com uma
area pouco favoravel sob
a curva para mortalidade
(0,56).

Ait-Oufella et al.,
2012.

Adultos de UTl,
Grupos: sem  grupo
controle, grupo choque
séptico (n = 52). A
perfusdo foi avaliada
pela StO2 tecidual
medida pelo método
NIRS ao redor do
joelho.

48% em 14 dias

Apés a ressuscitacdo do
choque séptico inicial,
uma StO2 mais baixa
medida ao redor do joelho
é um forte fator preditivo
de mortalidade em 14
dias.

Edul et al., | Adultos de UTI; | 56% de | Com uma avaliacéao
2012. Grupos: controle (n = | mortalidade guantitativa de imagem
25) e choque séptico (n | hospitalar SDF, 0s nao
= 25). A sobreviventes  exibiram
microcirculacéo reducdo da densidade
sublingual foi avaliada capilar perfundida, da
por imagem SDF. proporcdo de capilares
perfundidos e do indice de
fluxo microvascular,
juntamente com o]
aumento do indice de
fluxo de heterogeneidade,
comparado aos
sobreviventes.
De Backer etal., | Adultos de UTI; | 51% de | As taxas de sobrevivéncia

2013.

Grupos: sem grupo
controle, grupo sepse
grave (n = 252). A
microcirculacéo
sublingual foi avaliada
por imagens SDF ou
OPS.

mortalidade em
UTlI

diminuiram

acentuadamente com a
gravidade das alteracbes
na proporgéao de
pequenos vasos
perfundidos (quartis
inferiores). A mortalidade
foi significativamente
maior nos pacientes com
menor perfuséo
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Referéncia

Metodologia

Resultados principais

Perfuséo periférica

Mortalidade .
vs. mortalidade
microvascular medida por
esses metodos.
He etal., 2013. | Adultos de UTI; | 43% de | Pl e OCT foram preditivos

Grupos: controle (n =
20) e choque séptico (n
= 46). Pl derivado de
oximetria e 10 min-
OCT foram wusados
para estimar a
perfuséo.

mortalidade em
UTI

de mortalidade para
pacientes sépticos apos a
ressuscitacdo. Para PI, a
sensibilidade e
especificidade para
mortalidade foram 65% e
92%, respectivamente.
Para OCT, a sensibilidade
e especificidade foram

65% e 96%,
respectivamente.
Hernandez et | Adultos; Grupos: sem | 33% de | A densidade dos vasos
al., 2013. grupo controle, grupo | mortalidade perfundidos foi
choque séptico (n = | hospitalar significativamente

122). A
microcirculacéo
sublingual foi avaliada
por imagem SDF.

relacionada a disfuncbes
organicas e mortalidade
nos pacientes com

choque séptico,
particularmente nos
pacientes com
anormalidades mais
graves (quartil de

distribuicho mais baixo
para esse parametro).

Ait-Oufella et al.,
2014.

Adultos de UTI;
Grupos: sem grupo
controle, grupo choque
séptico (n = 59). A
perfusdo foi avaliada
por TRC no dedo e na
area do joelho.

36% em 14 dias

O TRC foi fortemente
preditivo de mortalidade.
A area abaixo da curva
para previsao foi de 84%
(75-94) para a
mensuracdo no dedo e de
90% (83-98) para a éarea
do joelho.

Mari et al., 2014.

Adultos de uma UTI;
Grupos: sem grupo
controle, grupo choque
séptico (n = 56). A
avaliacdo da perfuséo
periférica foi
mensurada com 15
minutos de OCT.

31% em 28 dias

Na admisséo (T0), 15 min-
OCT foi semelhante entre
sobreviventes e nao
sobreviventes; 24 horas
apo6s a admissao (T24), os
sobreviventes tiveram um
valor  significativamente
mais alto de OCT que os
nao sobreviventes.

Galbois et al.,
2015.

Adultos de UTI;
Grupos: controle (n =
75) e pacientes com
cirrose hepéatica
admitidos por choque
séptico (n = 42). A
perfusdo da pele foi

71% em 14 dias

O mottling score e a StO2
do joelho 6 h apds a

internagao foram
preditivos muito
especificos de

mortalidade em 14 dias
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Referéncia

Metodologia

Resultados principais

Mortalidade

Perfuséo periférica
vs. mortalidade

avaliada pelo mottling
score na pele e StO2
tecidual medido com o
método NIRS.

nos pacientes com cirrose
e choque séptico.

Rasmy et al.,
2015.

Adultos de UTI;
Grupos: sem grupo
controle, grupo sepse

grave (n = 36),
pacientes divididos em
tratados com

vasopressores (n = 21)
e sem vasopressores
(n =15). Pl derivado da
oximetria foi usado
para medir a perfusao
periférica.

40% em 28 dias

Pl conseguiu  prever
mortalidade com
sensibilidade e
especificidade variadas. O
melhor ponto de corte do
Pl foi de 0,21
(sensibilidade de 86% e
especificidade de 90%).

Rodriguez et al.,
2015.

Adultos de UTI;
Grupos: sem grupo
controle, grupo sepse
(n = 19). Duas sondas
de um dispositivo NIRS
foram colocadas
simultaneamente nos

21% de
mortalidade em
UTI

Os ndo sobreviventes
apresentaram valores de
rSO2 significativamente
mais baixos que os
sobreviventes em todos
0s momentos do estudo.
Ambos o0s  musculos

musculos mostraram poder
braquiorradial e discriminatério
deltoide. consistente para
mortalidade.
Bourcier et al., | Adultos de UTI; | 36% de | O gradiente de
2016. Grupos: sem grupo | mortalidade em | temperatura periferia-
controle; sepse grave | UTI ambiente e suas
(n = 40) e choque variagbes s&o preditivos
séptico (n = 63). A independentes de

perfusdo periférica foi
medida com quatro
gradientes de
temperatura, TEC e
mottling score.

mortalidade devido a
faléncia de  mudltiplos
6rgdos em pacientes com
choque séptico. 0]
aumento do CTR e o alto
mottling score também
foram preditivos de
mortalidade

Houwink et al.,
2016.

Adultos de UTI,
Grupos: sem grupo
controle, grupo choque
séptico (n = 821). A
perfusdo periférica foi
medida com 0
gradiente de
temperatura central e
periférico (Delta T).

26% de
mortalidade
hospitalar

Delta T em 24 horas, mas
ndo na admissdo, &
independentemente
associado a mortalidade.

Erikson et al.,
2017.

Adultos de UTI;
Grupos: sem grupo

12% em 30 dias

N&o houve diferengas nas
taxas de mortalidade entre
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Resultados principais
Referéncia Metodologia Mortalidade Perfuséo pe_riférica
vs. mortalidade
controle, grupo sepse os pacientes com fluxo
(n = 31). O fluxo sanguineo retiniano
sanguineo retiniano foi diferente (RAFT menor ou
medido com maior).
angiografia com
fluoresceina e RAFT.
Fontana et al., | Adultos de UTI; | 43% de | PPV e MFI foram menores
2017. Grupos: sem grupo | mortalidade em | nos ndo sobreviventes do
controle, sepse grave | UTI gue nos sobreviventes.
(n = 27) e choque Esses parametros foram
séptico (n = 95). A preditores independentes
microcirculacéo foi de mortalidade.
avaliada com imagens
SDF.
Lara et al., | Adultos de DE; | 63% de | Pacientes sépticos
2017. Grupos: sem grupo | mortalidade hiperlactatémicos com
controle, sepse (n = | hospitalar TEC anormal apds a
95). A avaliacdo da ressuscitacao hidrica
perfusdo periférica foi inicial exibiram  maior
mensurada por TEC. mortalidade e  piores
desfechos clinicos que os
pacientes com  TEC
normal.
Macdonald et | Adultos de DE; | 7% em 28 dias StO, inferior a 75% 72
al., 2019. Grupos: controle (n = horas apés a internacéo
180) e sepse (n = 143). foi associada a
A perfusao foi avaliada mortalidade
por StO, usando o hospitalar/internacdo em
método NIRS. UTI, independente de
gSOFA e lactato.

DE, departamento de emergéncia; HbO2, saturacdo de oxigénio-hemoglobina; IFM, indice de fluxo
microvascular; IP, indice de perfuséo; LDF, fluxometria por laser Doppler; NIRS, espectroscopia no
infravermelho préximo; OCT, desafio transcutaneo de oxigénio; OPS, imagem espectral por polarizagao
ortogonal; RAFT, tempo de enchimento arterial retiniano; rSO2: indice regional de saturagdo de
oxigénio; SOFA, avaliacdo sequencial de faléncia de 6rgéos; StO2, saturacdo de oxigénio tecidual;
TEC, tempo de enchimento capilar; UTI, unidade de terapia intensiva; VLS, espectroscopia com luz no
espectro visivel; VPP, proporcao de pequenos vasos perfundidos.

5.2 Resposta a pergunta norteadora

Entre os pacientes sépticos, o diagnoéstico de hipoperfusdo e anomalias da
microcirculacdo em 6Orgaos ndo vitais esteve associado ao aumento da mortalidade
em quase todos os estudos selecionados nesta revisdo. A associacdo foi encontrada
independentemente de terem sido avaliados precocemente ou tardiamente em
relacdo ao tempo de manejo hemodinamico da sepse. No entanto, esses resultados
ainda ndo estabelecem uma relacdo causal e estudos adicionais devem ser realizados

para verificar se essa associacdo pode ser considerada um marcador de gravidade
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ou um fator desencadeante de faléncia organica e mau progndéstico na sepse.
5.3 Efeito da HDZ sobre a taxa de sobrevivéncia e o escore clinico da sepse

Como esperado, a taxa de sobrevivéncia para o grupo sham foi de 100% e essa
apresentou uma significativa reducéo para 50% nos animais do grupo sepse. Por outro
lado, a taxa de sobrevivéncia para os animais com sepse e que foram tratados com a

HDZ foi aumentada para 90% (Figura 7).
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FIGURA 7: Curva de sobrevivéncia para os grupos sham, sepse e sepse + HDZ avaliados por
até 48 h. Os resultados estdo expressos como porcentagem de sobrevivéncia e foram
analisados usando um teste de log-rank (Mantel-Cox) (n = 10). * p < 0,05 vs grupo sham. # p
< 0,05 vs grupo sepse. HDZ, hidralazina.
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Em consonancia com a taxa de sobrevivéncia, o score clinico da sepse para o
grupo sham foi a menor entre eles (1,5 + 0,26 u.a.) e aumentou significativamente
(demonstrando uma maior gravidade) em animais com sepse (10,6 £ 0,51 u.a.). Por
outro lado, nos animais tratados com a HDZ, o escore de sepse clinica foi
significativamente reduzido (menos grave) (6,5 + 0,40 u.a. p < 0,05) (Figura 8).
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FIGURA 8: Escore clinico de sepse em animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os valores
representam a média £ EPM e foram analisados pela ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de
Tukey (n = 10). *** p < 0,001 vs grupo sham. ##p < 0,001 vs grupo sepse. HDZ, hidralazina.
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5.4 Efeito da HDZ sobre a variagdo da temperatura e do peso corporal

A temperatura corporal basal e o peso corporal dos animais de todos 0s grupos
foram semelhantes entre si. Apos 48 h, observou-se reducéo da temperatura no grupo
sepse (33,3 = 0,2°C) quando comparado ao grupo sham (35,2 + 0,3°C). Essa reducao
da temperatura foi significativamente menor nos animais que foram tratados com HDZ
(34,5 + 0,3°C) (Figura 9).
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FIGURA 9: Variacao da temperatura dos animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os valores
representam a média =+ EPM e foram analisados por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de
Tukey (n = 10). ** p < 0,01 e *** p <0,001 vs grupo sham. #p < 0,05 e *p < 0,01 vs grupo Sepse. HDZ,
hidralazina.
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O peso corporal basal (tempo 0 h) dos animais dos grupos sham, sepse e sepse
+ HDZ foi de 272,8 + 3,3; 295,9 + 4,3; e 286,7 + 3,9 g, respectivamente (Figura 10-A).
Para avaliar a variacao na perda de peso dos animais, foi calculado a diferenca entre
0 peso inicial e o peso final de cada animal (delta). Conforme mostrado na figura 10-
B, os animais com sepse perderam significativamente mais peso corporal (-15,29 +
3,59 g) quando comparados ao sham (-6,50 + 2,16 g; p < 0,05). Embora n&o tenha
havido diferenca significativa entre sepse e sepse + HDZ, é possivel observar uma
tendéncia a reduzir essa perda de peso corporal, quando os animais foram
administrados com a HDZ (-11,50 g + 3,27 g) em comparagao ao grupo sepse.
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FIGURA 10: Peso corporal inicial (A) e variacdo do peso corporal (delta) (B) dos animais dos grupos
sham, sepse e sepse + HDZ durante o periodo experimental de 48 h. Os dados foram expressos como
média + EPM e analisados por ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey (n = 10). *p < 0,05;
**p < 0,001 vs grupo sham. HDZ, hidralazina.
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5.5 Efeito da HDZ sobre as concentra¢gdes da glicemia e do lactato

As concentracfes basais de glicose no sangue dos animais dos grupos sham,
sepse e sepse + HDZ foram medidos antes da cirurgia de CLP e ndo apresentaram
diferenca significativa entre eles (104,7 + 2,8; 104,9 £ 2,5; e 107,5 £ 2,9 mg/dL,
respectivamente). Essa concentragcdo permaneceu inalterada nos animais do grupo
sham (113,8 + 1,7 mg/dL) no decorrer das 48 h avaliadas. Porém, foi
significativamente reduzido no grupo sepse (87,6 £ 2,8 mg/dL). Essa reducéo foi
significativamente evitada pela administracdo com a HDZ (106.5 + 2.1 mg/dL) (Figura
11).
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FIGURA 11: Concentracdo de glicose no sangue dos animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ.
Os valores representam a média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido
de pés-teste de Tukey (n = 10). * p < 0,05 e *** p < 0,001 vs grupo sham. # p < 0,05, # p < 0,01 e # p
< 0,001 vs grupo sepse. HDZ, hidralazina.
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Semelhante ao encontrado na glicemia, as concentragdes basais do lactato
nao foram significativamente diferentes entre os grupos sham, sepse e sepse + HDZ
(14,7 £1,9; 13,8 £ 0,6; 13,1 + 0,9 mg/dL, respectivamente). Em animais com sepse,
as concentracbes do lactato aumentaram significativamente nas 12 h do estudo,
mantendo-se elevado até as 48 h (36,2 + 1,5 mg/dL), quando comparados ao sham
(14,14 £ 0,8 mg/dL). A administracdo com HDZ foi capaz de prevenir esse aumento
(18,03 + 1,1 mg/dL), quando comparado ao grupo sepse, e permaneceu proximo aos

valores do grupo sham em todos os tempos avaliados (Figura 12).
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FIGURA 12: Concentracdo de lactato nos animais dos grupos sham, sepse, Sepse + HDZ. Os valores
representam a média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo pés-
teste de Tukey (n = 10). *** p < 0,001 vs grupo sham. # p < 0,05 e ## p < 0,001 vs grupo sepse. HDZ,
hidralazina.
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5.6 Efeito da HDZ sobre os parametros hemodinamicos

Os valores basais da PAM e FC para os grupos sham, sepse e sepse + HDZ
nao foram diferentes entre si (117,2 £ 1,8; 120,5 + 2,1; 117,9 + 2,9 mmHg,
respectivamente). Porém, apés 48 h, observou-se que a PAM do grupo sham
permaneceu inalterada (122,8 + 2,2 mmHg), ao contrario do grupo sepse, que
apresentou uma reducdo significativa (105,7 £ 3,7 mmHg). A administracdo com a

HDZ causou uma reducéo adicional da PAM (89,5 + 2,3 mmHg) (Figura 13).
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FIGURA 13: Presséo arterial media (PAM) dos animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os
valores representam a média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida
pelo pés-teste de Tukey (n =5 - 10). ** p < 0,001 vs grupo sham. # p < 0,01 e #* p <0,001 vs grupo
sepse. HDZ, hidralazina.
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Semelhante a PAM, os valores basais de FC para os grupos sham, sepse e
sepse + HDZ nao foram significativamente diferentes entre si (368,7 = 6,6; 361,2 +
7,0; 368,3 £ 3,4 bpm, respectivamente). Apos 48h, entretanto, os animais do grupo
sham mantiveram seus valores proximos ao basal (401,4 + 6,2 bpm), enquanto a FC
dos animais dos grupos sepse e sepse + HDZ aumentou significativamente (456,5 +
12,3 e 485,6 £ 16,2 bpm) (Figura 14).
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FIGURA 14: Frequéncia cardiaca dos animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os valores
representam a média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo pés-
teste de Tukey (n =5 - 10). * p < 0,05 e *** p < 0,001 vs grupo sham. # p < 0,01 vs grupo sepse. HDZ,
hidralazina.
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Os valores basais da PAS e PAD para 0s grupos sham, sepse e sepse + HDZ

nao foram significativamente diferentes entre si. Apds 48h, entretanto, os animais dos

grupos sham mantiveram seus valores préximos ao basal (135,9 £ 3,7; 100,5 = 2,8
mmHg, respectivamente), enquanto a PAS e PAD dos animais dos grupos sepse e
sepse + HDZ reduziu significativamente (122,9 £ 5,7; 87,8 + 3,4 e 114,7 + 5,3; 74,12

+ 3,0 mmHg, respectivamente) (Figura 15).
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Figura 15: Pressédo arterial sistélica (A) e diastélica (B) dos animais dos grupos sham, sepse e sepse +
HDZ. Os valores representam a média £+ EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias
seguida pelo pos-teste de Tukey (n =5 - 10). *p < 0,05 e **p < 0,01 vs grupo sham; # p < 0,01 e ##p <
0,001 vs grupo sepse. HDZ, hidralazina.
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5.7 Efeito da HDZ nas concentracdes séricas de citocinas

As concentracdes de TNF-a, IL-1B e IL-10 foram significativamente maiores no
grupo sepse (10,2 £ 0,3; 99,1 + 10,7; 1252 + 325,3 pg/mL, respectivamente) quando
comparados ao grupo sham (4,5 £ 0,5; 45,7 + 15,8; 197 + 86,3 pg/ml). A administracao
com HDZ preveniu esse aumento (4,1 + 0,4; 19,66 + 4,5; 267 + 138,1 pg/mL) (Figura
16 A, B e C).
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FIGURA 16: Efeito da hidralazina nas concentragdes séricas de TNF-a (A), IL-18 (B) e IL-10 (C) dos
animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os dados sdo expressos como média £ EPM e foram
analisados por ANOVA de uma via seguida pelo p6s-teste de Tukey (n = 8). * p <0,05 e *** p <0,001 vs
grupo sham. #p <0,05, # p <0,01 e ¥ p <0,001 vs grupo sepse. HDZ, hidralazina; TNF- a, fator de
necrose tumoral alfa; IL, interleucina.
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5.8 Efeito da HDZ sobre a atividade da MPO

A Figura 17 demonstra o efeito da administracdo com HDZ na atividade da
MPO no baco, figado e rim. No grupo sepse, a atividade da MPO estava
significativamente aumentada em todos os 6rgdos analisados (baco: 26,02 + 2,74;
figado: 0,11 = 0,01; rim: 0,20 £+ 0,02 U/g), quando comparada aos valores do grupo
sham (11,35 £+ 1,93; 0,054 + 0,009; 0,10 £ 0,01 U/g, respectivamente). A administracao
com HDZ foi capaz de reduzir significativamente a atividade da enzima MPO (13,37 *
0,95; 0,066 + 0,007; 0,141 + 0,006 U/g, respectivamente) em todos os 6rgaos.
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FIGURA 17: Efeito da hidralazina na atividade da mieloperoxidase no baco (A), figado (B) e rim (C) dos
animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os dados sdo expressos como média + EPM e
analisados por ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey (n = 8). **p <0,01 e ***p <0,001 vs
grupo sham. #p <0,05, #p <0,01 e *#p <0,001 vs grupo sepse. HDZ, hidralazina; MPO, mieloperoxidase.
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5.9 Efeito da HDZ sobre o dano oxidativo

As Figuras 18 a 20 mostram os efeitos da sepse e HDZ no dano oxidativo em
lipidios, proteinas carboniladas e integridade de grupos sulfidrila no baco (A), figado
(B) e rim (C) de grupos sham, sepse e sepse + HDZ. As concentracdes de TBARS
aumentaram significativamente em todos os 6rgdos do grupo sepse (bago: 2,33 +
0,15; figado: 0,92 + 0,15; rim: 9,14 + 0,97 nmol/mg de proteina), quando comparados
ao sham (1,41 £ 0,05; 0,23 + 0,01; 3,83 + 0,39 nmol/mg de proteina, respectivamente).
Ao administrar a HDZ, pode-se perceber que ocorre uma reducgao significativa nesses
parametros (1,47 + 0,07; 0,48 = 0,06; 4,34 = 0,36 nmol/mg de proteina,

respectivamente), quando comparado ao grupo sepse (Figura 18).
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FIGURA 18: Efeito da hidralazina em espécies reativas ao acido tiobarbitarico no bago (A), figado (B)
e rim (C) dos animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os dados séo expressos como media
+ EPM e foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey (n = 8). ***p <0,001
vs grupo sham; #p <0,05, #p <0,01 e ##p <0,001 vs grupo sepse.
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Conforme mostrado na Figura 19 (A, B e C), a concentracao da carbonilacdo
de proteinas nos trés orgaos estudados foram significativamente aumentados no
grupo sepse (1,52 + 0,19; 18,57 = 2,47; 17,47 + 1,21 nmol/mg de proteina,
respectivamente), quando em comparac¢éo com o sham (0,58 + 0,08; 7,31 + 1,10; 7,02
+ 1,33 nmol/mg de proteina, respectivamente). O grupo sepse + HDZ, entretanto,
exibiu reducao significativa desse parametro (0,76 + 0,08; 6,33 + 0,77; 7,91 + 0,81

nmol/mg de proteina).
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FIGURA 19: Efeito da hidralazina na carbonilagcdo de proteinas no baco (A), figado (B) e rim (C) dos
animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os dados sdo expressos como média + EPM e foram
analisados por ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey (n = 8). ** p <0,01 e *** p <0,001
vs sham; # p <0,01, e #* p <0,01 vs sepse. HDZ, hidralazina.
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Em relacdo a oxidagdo dos grupamentos sulfidrilas (Figura 20 A, B e C), notou-

se que 0s animais do grupo sepse tiveram reducado significativa no conteudo de
proteinas sulfidrila no baco, figado e rim (28,95 + 2,03; 41,64 + 3,97; 45,13 + 2,14

nmol/mg de proteina, respectivamente), quando comparado ao sham (45,48 + 1,94;

66,61 + 4,64; 60,08 + 4,53 nmol/mg de proteina, respectivamente). Essa reducgéo foi
prevenida apés a administragcdo com a HDZ (47,17 + 1,46; 67,97 + 4,28; 61,47 + 6,35

nmol/mg de proteina, respectivamente).
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FIGURA 20: Hidralazina previne a sufidrilacéo de proteinas no bago (A), figado (B) e rim (C) dos animais
dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os dados sédo expressos como meédia + EPM e foram
analisados por ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey (n = 8). * p <0,05, ** p <0,01 e ***
p <0,001 vs grupo sham. # p <0,05, # p <0,01 e ## p <0,001 vs grupo sepse. HDZ, hidralazina.
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5.10 Efeito da HDZ na atividade das enzimas CAT e SOD

As atividades das enzimas CAT e SOD no baco, figado e rim foram medidas e
estdo representada nas Figuras 21 e 22 (A, B e C). A atividade da CAT foi
significativamente reduzida em todos os 6rgaos (baco: 7,24 + 1,16; figado: 77,35 +
8,46; e rim: 29,20 + 2,68 U/mg de proteina) dos animais do grupo sepse, quando
comparado ao sham (15,16 + 0,88; 182,4 + 15,4; 84,14 + 21,97 U/mg de proteina,
respectivamente). A administracdo com HDZ melhorou a atividade da CAT apenas no

baco (16,57 + 2,27 U/mg de proteina), mas nao no figado ou rim (Figura 21 A, B e C).
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FIGURA 21: Efeito da hidralazina (HDZ) na atividade da enzima catalase (CAT) no bago (A), figado (B)
e rim (C) dos animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os dados sdo expressos como média
+ EPM e foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey (n = 8). * p <0,05
e *** p <0,001 vs grupo sham. #* p <0,01 vs grupo sepse.
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A atividade da SOD também foi significativamente reduzida nos trés orgaos
(baco: 16,25 + 2,37; figado: 3,504 + 0,9245; rim: 8,633 + 1,17 U/mg de proteina) dos

animais no grupo sepse quando comparados ao grupo sham (27,95 + 2,09; 15,15 £

2,155; 16,39 + 1,359 U/mg de proteina, respectivamente). A administracdo com HDZ
melhorou a atividade da enzima SOD no baco e no figado (29,15 + 4,03; 11,71 + 2,488

U/mg de proteina), mas ndo no rim (Figura 22 A, B e C).
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FIGURA 22: Efeito da hidralazina (HDZ) sobre a atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) no
baco (A), figado (B) e rim (C) de animais dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. Os dados séo
expressos como média + EPM e foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc
de Tukey (n = 8). * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 vs grupo sham. # p <0,05 vs grupo sepse.
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5.11 Efeito da HDZ na via de sinalizacao PI3K/Akt na sepse

A Figura 23 demonstra os efeitos da administracdo com HDZ na via de
sinalizacao PI3K/Akt no baco, figado e rim. Como pode ser visto, a sepse promoveu
um aumento acentuado na ativacdo da Akt no figado e rim (1,66 £ 0,33 e 1,91 + 0,29
r.s., respectivamente) quando comparada ao grupo sham (0,92 = 0,07; 1,00 £ 0,07
r.s.). Este aumento foi prevenido apés administrar a HDZ (0,74 + 0,12; 1,18 + 0,08
r.s.). Por outro lado, no baco, a ativagcdo de Akt ndo foi aumentada em ambos os
grupos sepse ou sepse + HDZ (0,65 + 0,02 r.s. e 0,96 + 0,095 r.s., respectivamente),

quando comparado ao grupo sham (1,00 = 0,03 r.s.)
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FIGURA 23: Efeito da hidralazina sobre a atividade da Akt no baco (A), figado (B) e rim (C) dos animais
dos grupos sham, sepse e sepse + HDZ. A razdo Akt total e p-Akt foram normalizados como proporgdes
para 3-actina, que foi usada como um controle de carregamento. Blots representativos para Akt total e
p-Akt em tecidos de baco, figado e rim de rato 48 h ap6s o procedimento CLP. Os dados sdo expressos
como médias + EPM e analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey (n =
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6). * p <0,05 e ** p <0,001 vs grupo sham. #p <0,05 e #*p <0,01 vs o grupo sepse. HDZ, hidralazina;
Akt, Proteina Cinase B; CLP, ligadura e perfuracdo do ceco.

6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que a administracdo da HDZ
(Img/kg), uma conhecida e potente substancia vasodilatadora, em animais com sepse
durante as 48 h estudadas promoveu um efeito benéfico, uma vez que: (1) aumentou
a sobrevida, (2) melhorou a gravidade da sepse, (3) diminuiu as concentragcées do
lactato, um biomarcador importante e que na sepse esta relacionado com o
progndstico do paciente, (4) preveniu a hipotermia, (5) preveniu a hipoglicemia, (6)
reduziu os danos oxidativos aos lipidios e as proteinas, (7) aumentou as defesas
antioxidantes, através da atividade das enzimas CAT e SOD, (8) reduziu a
concentracdo dos parametros relacionados a inflamacdo (MPO e citocinas) e (9)
reduziu a ativag&o da via se sinalizagédo PI3K/Akt.

A sepse foi induzida pelo método CLP por ser o modelo polimicrobiano mais
utilizado em estudos de sepse em animais e que tipicamente mimetiza a sepse intra-
abdominal em humanos (DEJAGER et al., 2011; WICHTERMAN et al., 1980). Como
esperado, a indugcdo da sepse foi capaz de causar condi¢des clinicas mais criticas e
severas quando comparados aos animais que compuseram O grupo sham,
demonstrando assim a validacdo do modelo utilizado. Os animais com sepse
apresentaram hipotermia, prejuizo no controle glicémico, elevacdo nos niveis do
lactato, hipotensdo, maior escore clinico de sepse e menor taxa de sobrevivéncia.
Esses achados estdo em concordancia com outros estudos que avaliaram parametros
semelhantes usando o método de inducdo CLP e, em conjunto, podem ser
considerados como um forte indicador de sucesso na indugdo da sepse (KOKKINAKI
et al., 2019; LIN et al, 2019; RITTIRSCH et al, 2009). Interessantemente, a
administragdo com a HDZ foi capaz de prevenir alteracdes em quase todos 0s

parametros avaliados nesse estudo.

No presente estudo, a hipotermia observada em animais sépticos foi evitada
apos a administracdo com a HDZ. Sabe-se que a hipotermia é um indicador de
prognodstico negativo, estando associada ao aumento da mortalidade e faléncia
multipla de 6rgdos (DREWRY et al., 2015). E um preditor clinico precoce de

imunossupressao induzida por sepse, tanto em humanos quanto em animais e, até o
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momento, 0 mecanismo subjacente aos efeitos prejudiciais da hipotermia ainda néo é
conhecido (DREWRY et al., 2015; LAITANO et al., 2018).

O grupo sepse apresentou perda de massa corporal significativamente maior
guando comparado ao grupo sham. Sabe-se que a exposicdo a situacdes
estressantes pode influenciar o comportamento alimentar e alterar o peso corporal
dos animais (DE SOUZA et al., 2020; GARCIA et al., 2009). No entanto, a

administracdo com HDZ néo foi capaz de reverter essa perda.

E relatado que o desequilibrio no metabolismo da glicose é uma condic&o
comum presente nos casos de infeccdo, assim como na sepse (TSAI et al., 2011).
Estudos realizados em ratos com sepse, utilizando o modelo CLP, observaram
hipoglicemia ja nas primeiras horas apdés a inducdo (SOUSA et al.,, 2019) e
permaneceu no decorrer das proximas 24 h (VALLEJOS et al, 2019). Em
concordancia com a literatura, os resultados do presente estudo mostraram que as
concentracdes de glicemia foram significativamente menores do que os animais do
grupo sham. Notavelmente, essa mudanca ndo foi observada em animais tratados
com HDZ. Essa reducao na glicose sanguinea, encontrada no grupo sepse, parece
ser causada pela alta captacdo de glicose por tecidos ricos em macréfagos (SOUSA
et al., 2019). Geralmente, na fase de hipoglicemia causada pela sepse, ocorre redugao
da respiracdo mitocondrial e da produgédo de ATP. Essas também séo indicacdes da
gravidade do processo infeccioso (LEWIS et al., 2016; SOUSA et al., 2019). Portanto,
€ possivel que a reducdo da glicemia esteja implicada em alta morbimortalidade no
grupo sepse. Assim como a glicemia, alguns outros biomarcadores podem ser
utilizados para avaliar a resposta do paciente a infeccdo por sepse. Entre eles,
podemos citar o lactato sanguineo, que é um marcador de microcirculacdo anormal,

principalmente devido a hipoperfusao tecidual e hipdxia celular (KIM et al., 2013).

A hiperlactatemia pode ser considerada um marcador razoavel de gravidade
da sepse, uma vez que concentragdes mais elevadas estéo relacionadas a maior
mortalidade (GOTMAKER et al., 2017). Estudos clinicos e experimentais mostraram
gue concentracdes menores de lactato sérico estdo positivamente correlacionadas
com uma melhora em humanos e animais com sepse (CHERTOFF et al., 2015; XU et
al., 2019). Pelos resultados do presente estudo, os animais do grupo sepse

apresentaram maiores concentracdes de lactato do que os animais do grupo sham,
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sugerindo um quadro de hipoxia generalizada dos tecidos, ocasionando disfuncfes
organicas e consequentemente a morte. Esse aumento também foi encontrado nos
estudos de Zheng et al, (2017) e Takakura et al, (2019). Curiosamente, quando tratado
com HDZ, esse aumento foi prevenido e os valores permaneceram préximos ao
encontrado no grupo sham, sugerindo assim uma atuacdo da HDZ na melhora da

microcirculacao.

Uma outra complicacdo comum na sepse é a hipotenséo, responsavel pelo
aumento da mortalidade, e a hipotensao refrataria ao tratamento é necesséria para o
diagndstico de choque séptico (MAHESHWARI et al., 2018; SINGER et al., 2016). No
presente estudo foi possivel observar que o grupo sepse foi apresentando uma queda
na PAM e uma elevacédo na FC no decorrer das 48 h avaliadas, em relacdo ao grupo
sham, sendo comum de acontecer no modelo CLP (HOFFMAN et al., 2020). J4 o
grupo sepse + HDZ, apresentou um maior efeito hipotensor na PAM e da FC. A
hidralazina € um vasodilatador direto que atua diretamente nas arteriolas e o seu
mecanismo de acdo € relaxar a musculatura lisa arterial, consequentemente
reduzindo a resisténcia vascular periférica e a pressao arterial (OSTRYE et al., 2014).
O tratamento com hidralazina aumenta a frequéncia cardiaca e o débito cardiaco
(DILLMAN, ANDERS e MOFFETT, 2016). Os mecanismos com o qual a hidralazina
promove essa acao ainda ndo estdo muito bem esclarecidos, mas sabe-se que
incluem a inibicdo da liberacdo de célcio do reticulo sarcoplasmatico pelo inositol
trifosfato (IP3) e a inibicdo da fosforilagdo da miosina, impedindo a contracdo da
musculatura lisa vascular e, consequentemente, levando a vasodilatagéo (FLYNN et
al., 2016; MCCOMB et al., 2016).

A sepse causa uma disfuncdo a nivel da microcirculagdo, consequentemente
menos oxigénio chega aos tecidos e as células, interferindo negativamente nos
processos celulares, como por exemplo, na respiragcdo celular nas mitocondrias.
Havendo entdo um quadro de anaerose com aumento da producao do lactato. Esses
efeitos da HDZ na glicemia e no lactato podem estar relacionados com uma melhora
a nivel da microcirculacdo. Em estudo realizado por Santos et al., (2019), os autores
mostraram uma associagao estatisticamente significativa entre ma perfusao periférica
e alta mortalidade na sepse. A monitoracdo da macrocirculagdo e a recuperacao das
fungbes vitais permanecem como os pilares do manejo na sepse. Evidéncias

importantes mostraram que a perfusdo prejudicada de 6rgaos ou tecidos periféricos
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nao vitais, como a mucosa sublingual, os masculos e a pele, estdo associadas a uma
piora da faléncia de 6rgédos (SANTOS et a., 2019).

Ademais, a perfusdo em érgéos ou tecidos ndo vitais se deteriora mais cedo,
apresenta taxas de normalizacdo acentuadamente diferentes e persiste mesmo apos
a correcdo dos parametros de macrocirculacéo sistémica (LIMA; BAKKER, 2014)
Esse fendbmeno, na literatura, € conhecido como dissociagcdo entre macrocirculacéo e
microcirculacdo (HERNANDEZ; TEBOUL, 2016). Varios relatos experimentais, in vivo
e in vitro, mostraram que os disturbios da microcirculacéo e a hipoperfusdo na sepse
afetaram todos os sitios estudados, inclusive érgéos vitais e ndo vitais, como pele,
musculo, olho, lingua, intestino, figado, coracdo e até o cérebro (DE BACKER et al.,
2014). Entre os sinais fisiopatologicos desse fendmeno estdo as lesdes por estresse
oxidativo/nitrosativo, a disfuncdo endotelial e a desregulacdo vasomotora (INCE,
2015).

Embora a sepse apresente um quadro de patogénese diversa, vale destacar a
cascata inflamatéria como um componente importante, uma vez que distlrbios
imunolégicos podem levar a liberacdo exacerbada de citocinas, assim como de
mediadores inflamatorios apds a infeccdo, resultando em uma lesdo autoimune
(WANG et al., 2016). Nessa inflamacéo descontrolada, h4 um grande aumento nas
concentragdes de citocinas pro (IL-1a, IL-1B; IL-6 e TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-
10), que sao produzidas por neutrdfilos ativados, mondcitos e linfécitos B (KOKKINAKI
et al.,, 2019; KULKARNI et al.,, 2018; MICHELS et al., 2015). Portanto, as
concentracdes de citocinas na sepse estdo diretamente relacionadas ao progndéstico
(ZHANG; HE, 2018). Avaliando as concentracfes de TNF-aq, IL-18 e IL-10, foi possivel
observar que todos estavam aumentados nos animais com sepse, quando
comparados ao grupo sham, corroborando assim achados anteriores (BEDIRLI et al.,
2018; KOKKINAKI et al., 2019, LIN et al., 2019; TAKAKURA et al., 2019).

Estudos relatam que existe uma correlacdo negativa entre as concentragcdes
séricas de TNF-a e IL-1p e as taxas de sobrevida. Walley et al., (1996) relatam o papel
vital que mediadores inflamatérios, como IL-13, desempenham na gravidade e
mortalidade da sepse em murinos. Okusawa et al., (1988) demonstraram que o estado
de choque séptico pode ser induzido pela administracao de IL-18 em coelhos. Além

disso, uma deficiéncia na producéo de IL-1 foi capaz de causar protegdo em ratos
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contra o desenvolvimento de choque séptico (ZHENG et al., 1995).

A IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatoéria e pode inibir a resposta
imune do tipo Thl ao inibir a proliferacéo de células Thl e a producéo de IL-2 e IFN-
Yy (KANG et al., 2016). Além disso, Kulkarni et al., (2018) mostraram um aumento
significativo na frequéncia e numero de células B que expressam IL-10 em
camundongos sépticos e Song et al., (1999) demonstraram que IL-10 esta envolvida
na disfuncdo imune em animais seépticos. Esses relatos sugerem que as

concentragodes circulantes de IL-10 estdo aumentadas na sepse.

Para avaliar se a HDZ era capaz de alterar o perfil inflamatério na sepse, as
concentracdes de TNF-a, IL-1 B e IL-10 foram medidos nas amostras de sangue de
todos 0s grupos experimentais. Os resultados mostraram que 0s niveis dessas
citocinas apresentaram-se aumentadas nos animais com sepse, quando comparados
aos do grupo sham, corroborando dados de Shrum et al., (2014), Kokkinaki et al.,
(2019) e Takakura e Zandi-Nejad (2019). Por outro lado, a administragdo com HDZ
preveniu esse aumento, sugerindo que essa substancia esteja atuando inibindo o

processo de inflamacgéo na sepse.

A atividade anti-inflamatoria da HDZ j& havia sido relatada anteriormente. Xu et
al., (2006), mostraram que a HDZ reduziu a concentracdo de TNF-a em células
mononucleares do sangue periférico e aumentou a IL-10 em mulheres gravidas. Outro
estudo de Xu et al., (2007), demonstrou que a HDZ reduziu a concentracéo de IL-10,
TNF-a e IL-6 no tecido placentario de mulheres gravidas com pré-eclampsia. Além
disso, Rodrigues et al., (2008), observaram que a HDZ foi capaz de reduzir a migracao

de leucdcitos em ratos hipertensos e normotensos.

As citocinas tém a capacidade de regular varias respostas inflamatérias, uma
das quais € a migracdo de células do sistema imunoldgico para o local da infecgéo.
Como os neutroéfilos sdo as principais células do sistema imune inato, constituem a
primeira linha de defesa, pois sé&o rapidamente recrutados para o local da infecgéo ou
inflamacdo devido as suas inumeras func¢des antimicrobianas, como fagocitose,
citolise pela geracdo de ERRO e liberacdo de peptideos e enzimas antimicrobianas
(MISHRA et al., 2017). Esses neutrofilos, em resposta a processos inflamatorios,

aumentam a expressdo da MPO, com o objetivo de catalisar a conversdo de ion
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cloreto (Cl-) e H202 a &cido hipocloroso (HOCI), um oxidante de extrema toxicidade
(KUBOTA et al.,, 2012). MPO € uma enzima antimicrobiana abundante e um
biomarcador de migracao de neutrdfilos, inflamacéo (BEDIRLI et al., 2018) e estresse
oxidativo (XIA et al., 2019). Nesse contexto, testou se a HDZ também poderia
melhorar a concentragdo da MPO. Assim, observou-se que a sepse aumentou
significativamente a atividade dessa enzima no baco, figado e rim, corroborando
estudos anteriores (BEDIRLI et al., 2018; REIS et al., 2017) e a administracdo de HDZ,
entretanto, preveniu a atividade da MPO, possivelmente por impedir a migragéo de

neutrofilos e, consequentemente, a resposta inflamatoria.

A literatura tem demonstrado de maneira consistente que durante o
desenvolvimento fisiopatoldgico da sepse ocorre um desequilibrio entre 0s processos
oxidativos e antioxidantes, resultando em um aumento de radicais livres e outros
metabdlitos ativos, que podem causar danos as estruturas celulares e teciduais
(KARDES et al., 2018; ZHOU et al., 2019). Esse estresse oxidativo produz um
aumento excessivo da producdo de ERO e ERN, e uma reducdo da capacidade
antioxidante enddgena, o que consequentemente gera um acumulo de dano oxidativo
as células (SOUSA et al., 2019). Assim, o dano oxidativo causado pela sepse em
lipidios e proteinas, bem como a capacidade da HDZ em inibir esse dano foram

avaliados no presente estudo.

O dano oxidativo aos lipidios foi avaliado por meio de substancias reativas ao
TBARS, que sdo formadas como um subproduto da peroxidacado lipidica. O teste
consiste em avaliar as concentragcées de malondialdeido (MDA) presente na amostra,
bem como os gerados a partir de hidroperoxidos lipidicos. O MDA € um aldeido
altamente ativo, o produto final da peroxidacéo lipidica induzida por radicais livres e
metabolitos ativos (HITCHON; ELGABALAWY, 2004; MATEEN et al., 2016). Foram
avaliadas as concentragBes de TBARS no baco, figado e rim e foi possivel perceber
gue nos animais com sepse, essas foram maiores em todos os 6rgaos estudados,
mostrando que as membranas lipidicas desses tecidos sdo alvos importantes para as
ERO e, alteracbes nos lipidios da membrana, acarretam em consequéncias nha

permeabilidade, fluidez e integridade das mesmas.

Além da peroxidacao lipidica, os radicais livres podem oxidar aminoéacidos,

resultando na formacao de grupos carbonila, tidis oxidados, entre outras modificagfes
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gue alteram a fungéo e a estrutura normal da proteina. A gerac&o dos grupos carbonila
e sulfidrilas sdo usados como marcadores de oxidacdo de proteinas mediada por
radicais livres. Assim, o aumento das carbonilacdo e a diminuicdo da sufidrilacdo
indicam dano oxidativo a proteinas nos animais com sepse. Essas alteracdes podem
levar a perda da atividade biolégica das funcdes proteicas (STECKERT et al., 2014).
O dano oxidativo nas proteinas foi determinado pela medicéo da formacao de grupos
carbonila. Foi observado que os animais com sepse apresentaram aumento do dano
proteico. Em relacdo a integridade dos grupos sulfidrila, notou-se que os animais do
grupo sepse apresentaram reducdo no teor de proteina sulfidrila. Os resultados
encontrados reforcam as evidéncias de que a sepse altera a estrutura lipidica e
proteica em varios 6rgaos (PETRONILHO et al., 2015; PETRONILHO et al., 2016),
por aumentar as concentracdes de TBARS e proteinas carboniladas, além de reduzir
a integridade dos grupos sulfidrila. Esses danos causados aos lipidios e as proteinas
foram melhorados, nos animais que foram induzidos a sepse e receberam a

administracdo da HDZ.

Resultados semelhantes foram encontrados por Guo et al., (2019), que
relataram que a HDZ também foi capaz de suprimir o aumento de MDA, em um modelo
da doenca de Parkinson em ratos, através do fator 2 relacionado ao fator nuclear E2
(Nrf2). O autor destaca que uma regulacdo negativa de Nrf2 torna os neurdnios
dopaminérgicos suscetiveis a danos por estresse oxidativo, enquanto a ativacao de
Nrf2 confere protecéo ao tecido. Também é provavel que a hidralazina ative a via Nrf2
através de outras vias, por exemplo, fator nuclear kappa B (NF-kB) e via PI3K/Akt,
gque sao relatados para interagir com elementos Nrf2. Os autores destacam ainda que
o tratamento apenas com a HDZ aumentou a translocacdo nuclear de Nrf2 e elevou a
transcricdo do gene para elementos de resposta antioxidante mediada por Nrf2 in vitro
e in vivo. Mas 0 mecanismo para esse efeito permanece indefinido. E possivel que
Nrf2 tenha sido modificado pela hidralazina de uma forma que interrompeu a interacéo
Nrf2: Keapl, o que entdo permitiu que ele se translocasse para o nucleo onde se

ligava aos elementos de resposta antioxidante.

Aléem do dano oxidativo, € frequentemente observada uma diminuicdo da
atividade da enzima antioxidante CAT em diferentes 6rgaos apoés a inducdo da sepse
(FENG et al., 2019; SOUSA et al., 2019). A CAT atua catalisando a decomposi¢ao do

peroxido de hidrogénio (H202) em oxigénio e agua. Essa enzima pode ser encontrada
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em concentra¢Bes mais elevadas no figado, rim e eritrocitos (KODYDKOVA et al.,
2014). Esse estudo observou que, devido ao estresse oxidativo causado pela sepse,
a atividade da enzima CAT no baco, figado e rim foi significativamente reduzida.
Nishikawa et al., (2009) relata que a regulacdo da expressdo do gene CAT
desempenha um papel importante nos niveis de catalase. A expressao desse gene é

regulada por varios mecanismos, dentre ele, o TNF-a.

Feng et al, (2019) demonstraram que a sepse induzida por LPS em ratos
causou danos oxidativo nos tecidos renais ao reduzir as concentragdes de enzimas
antioxidantes como GSH, SOD e CAT (FENG et al.,, 2019). A SOD catalisa a
conversao do radical superéxido (O2 ¢) em peréxido de hidrogénio (H202). As enzimas
CAT e GPx atuam prevenindo o acumulo de peroxido de hidrogénio, convertendo-o
em H20 e Oz (VINCENT et al., 2007).

Por outro lado, a administragdo com a HDZ atenuou os efeitos da sepse por
aumentar a atividade da enzima CAT no bacgo. Este achado sugere que HDZ pode
estar agindo por meio de um mecanismo de protecado, diminuindo a producédo de ERO
e mantendo o equilibrio redox. Este efeito, entretanto, ndo foi observado nos tecidos
do figado e rim. Talvez, pelo tempo da administracdo com a HDZ, ndo sendo suficiente
para causar uma melhora na resposta da enzima CAT nesses 6rgaos. Assim, sao
necessarios novos experimentos para avaliar melhor o efeito do HDZ sobre as
enzimas antioxidantes desses dois 6rgdos. Em consonéncia com esses achados,
Maheshwari et al (2010) e Guo et al (2019) observaram que a HDZ foi capaz de
proteger as células cultivadas in vitro da citotoxicidade causada pelo H202, refor¢cando
sua atividade antioxidante. Esses resultados indicam que a HDZ melhorou os danos

causados pela sepse, potencialmente devido aos efeitos anti-inflamatorios.

Daiber et al. (2005) investigaram os efeitos da HDZ na quimiluminescéncia
induzida por superéxido/peroxinitrito, bem como na produgédo de ERO mitocondrial na
exposicdo a nitroglicerina. Nesse estudo, a HDZ exibiu uma forte capacidade de
sequestrador de ERO e inibiu a geracdo de O2. Quando administrado com
nitroglicerina, a HDZ preveniu o desenvolvimento da tolerancia ao nitrato e normalizou

as taxas endogenas de producado de Oz vascular.

Essa atividade antioxidante da HDZ pode estar relacionada a presenca de
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ligacdes NH conjugadas, fazendo com que possua excelentes propriedades de
eliminacao de radicais (BOULEBD et al., 2020). Em estudo realizado por LI et al.,
(2020), os autores utilizaram a HDZ e perceberam que a mesma causou uma protecao
no miocérdio contra a lesdo de isquemia e reperfusdo, ao inibir a superproducéo de
espécies reativas de oxigénio e a liberacao de fatores inflamatorios. A antioxidacéo e
a supressao da reacao inflamatoria sdo mecanismos pelos quais a hidralazina protege

o coracdao (LI et al., 2020).

A fim de langar alguma luz sobre os mecanismos moleculares envolvidos nos
efeitos da HDZ na sepse, a participagao da via de sinalizagcédo PI3K/Akt nos efeitos da
HDZ foi investigada. Estudos em modelos com sepse mostraram que a via PISK/Akt
é fundamental na regulacdo da ativacdo celular, inflamacédo e apoptose (AN et al.,
2016; KIM et al., 2014, LI et al., 2012). No presente estudo, a sepse produziu maior
ativacao desta via no figado e no rim, o que foi prevenido pela administracdo da HDZ.
Esses achados sdo consistentes com a literatura, uma vez que estudos anteriores
mostraram que a ativacao da via PI3K/Akt aumenta em érgdos como o figado (Wang
et al., 2019) e rins (LI et al., 2016), mas pode diminuir no baco (HU et al., 2015) apo6s
o procedimento CLP ou utilizacdo do LPS (LI et al., 2016). Essa diminuicdo encontrada
no baco pode estar relacionada ao fato de ser um o6rgao linféide secundério, que
desempenha um papel importante na fisiopatologia da sepse e é considerado a
principal fonte de citocinas pro-inflamatorias durante a fase aguda da sepse (HOOVER
et al., 2020).

Em um trabalho sobre a cardioprote¢cdo da hidralazina contra lesédo de
isquemia/reperfusdo miocardica em ratos, os autores destacaram que a HDZ
aumentou a expressao de p-PI3K, p-Akt, p-eNOS e diminuiu a expresséo de Caspase-
3 Clivada, Caspase-9 Clivada nos coracfes. Os autores sugerem que esse efeito
cardioprotetor da HDZ contra a lesdo de isquemia/reperfusdo pode ser uma
cooperacao da inibicdo do estresse oxidativo, resposta inflamatoéria e apoptose com a
motivacao da fosforilacdo da eNOS via ativacéo da via de sinal PI3K/Akt. O aumento
da ativacdo de eNOS, PI3K e Akt dotou a hidralazina de capacidade antiapoptotica e

cardioprotetora (LI et al., 2020).

Além de estar envolvida nos processos de inflamagdo e apoptose, a via

PI3K/Akt também participa do controle da glicose. A ativacdo dessa cascata esta
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envolvida com o fenémeno da hipoglicemia, uma vez que interfere na captagédo de
glicose (da SILVA et al., 2018). Conforme relatado anteriormente no presente estudo,
a glicemia é um indicador da gravidade da sepse (LEWIS et al., 2016; SOUSA et al.,
2019; TSAI et al., 2011) e, portanto, € possivel hipotetizar que a ativacdo da via
PI3K/Akt também pode estar associada a hipoglicemia e alta mortalidade no grupo
sepse. Nesse sentido, 0s grupos com as menores concentracdes de glicemia sdo os

gue apresentam maior mortalidade (FERREIRA et al, 2017).

A HDZ parece ter um beneficio multifatorial e em diferentes pontos da cascata
fisiopatoldgica da sepse. Ja& que tem efeito antioxidante, diminuindo os danos as
células e/ou organelas, que é a via final da disfuncdo organica. Bem como um efeito

anti-inflamatorio, reduzindo as citocinas (Figura 21).
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Figura 24: Possiveis mecanismos de acdo da hidralazina e seus efeitos protetores na sepse. AKT, proteina cinase B; CAT, enzima catalase; H>O>, peréxido de hidrogénio;
IL, interleucina; MDA, malondialdeido; MPO, Mieloperoxidase; NF-kB, fator nuclear kappa B; Oz, oxigénio; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinase; PIP2, fosfatidilinositol (4,5)
bisfosfato; PIP3, fosfatidilinositol (3,4,5) trisfosfato; ERO, espécies reativas de oxigénio; SOD, enzima superéxido dismutase; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; TRL,
receptor toll-like. Fonte: Elaborada pelo autor.
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A administracdo da HDZ foi realizada com muito tempo apds a inducédo da
sepse (04 h ap6s o CLP) e, mesmo assim, obteve boa eficacia. Demonstrando que
esse medicamento tem potencial efeito no tratamento da sepse, pois, apds decorrido
esse tempo, 0s animais ja apresentavam fortes sinais de debilitacdo. Isso acaba
sendo um forte ponto positivo, pois € semelhante ao que acontece na prética clinica,
onde os médicos raramente iniciam o tratamento da sepse precocemente devido ao

diagndstico muitas vezes tardio.

Em resumo, o presente estudo relata pela primeira vez evidéncias
farmacoldgicas dos efeitos do HDZ na sepse. HDZ tem importantes efeitos
antioxidantes, anti-inflamatoérios, metabdlicos e bioquimicos, resultando em uma
melhora significativa nos parametros clinicos e na taxa de sobrevivéncia. Ressalta-se
gue esses efeitos benéficos ocorreram apds o desencadeamento das alteracbes
fisiopatolégicas da sepse. Ndo é comum encontrar na sepse experimental manobras

gue mudem de curso apdés o estimulo inicial ter sido acionado.

Além disso, o presente estudo representa um avanco tanto na elucidacdo da
patogénese quanto na descoberta de novas estratégias terapéuticas, que podem ser
Uteis para diminuir a mortalidade de pacientes com sepse. Com esses resultados, um

outro artigo fora escrito e submetido para publicagéo na revista Shock (Anexo C).

Apesar disso, 0 presente estudo apresenta algumas limitagbes, a saber: (i) a
administracdo da HDZ néo foi realizada juntamente com algum antibioético, como é
encontrado na prética clinica; (ii) a cirurgia de CLP foi realizado em animais jovens
saudaveis. Sao necessarios estudos com animais senis e/ou que também tenham
alguma comorbidade; e (iii) outros biomarcadores importantes de resposta

inflamatéria, como proteina C reativa (PCR) e IL-6, ndo foram avaliados.
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7 CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados encontrados na revisdo sistematica, podemos
concluir que entre o0s pacientes seépticos, o diagnostico de hipoperfusdo e
anormalidades microcirculatorias em 6rgdos ndo vitais foi associado ao aumento da
mortalidade em quase todos os estudos selecionados para a revisao. A associacao
foi encontrada independente de os pacientes terem sido avaliados precoce ou

tardiamente em relacéo ao tempo de tratamento hemodinamico da sepse.

Tomados em conjunto, os resultados oriundos do estudo experimental, nos
permite concluir que a administracdo com a HDZ foi bastante benéfica no tratamento
dos animais sépticos. Apesar de ter diminuido os parametros hemodinamicos como a
PAM, FC, PAS e PAD, esse tratamento proporcionou um aumento na taxa de
sobrevivéncia, diminuicdo da severidade da sepse, evitou a hipotermia, a perda de
massa corpoérea, a queda na concentracao da glicose e diminuiu a concentracao do

lactato.

Com relacao a resposta inflamatoria, podemos concluir que o tratamento com
a HDZ aumentou essa resposta através da reducdo das concentra¢des das citocinas
pro-inflamatorias (TNF-a e IL-18) e anti-inflamatoria (IL-10), assim como da atividade
da MPO. O tratamento com a HDZ também apresentou um aumento na resposta
oxidativa, uma vez que diminuiu os danos causados as proteinas e aos lipidios, assim
como aumentou a atividade das enzimas antioxidantes catalase e superoxido
dismutase nos tecidos do baco, figado e rim. Esses efeitos envolvem a ativacao das
vias de sinalizacéo PI3K/Akt

Assim, o presente estudo fornece evidéncias importantes de que a HDZ pode
ser uma nova alternativa terapéutica para reduzir a mortalidade na sepse. No entanto,
sd0 necessarios mais estudos, principalmente clinicos para confirmar esses efeitos

na sepse humana.
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7.1 Perspectivas Futuras

As perspectivas futuras incluem a realizacdo de estudos que associem 0 uso
da hidralazina com antibioticos, uma vez que essa € uma pratica encontrada na
clinica; a dosagem de alguns biomarcadores importantes na reposta inflamatoria,
como a proteina C reativa e a Interleucina-6; marcadores bioquimicos de danos
hepaticos, renais e cardiacos; estudo com cultivo de células isoladas; estudos com
reatividade vascular, para investigar a participacdo do NO na microvasculatura em
anéis de artéria mesentérica, assim como em leito mesentérico perfundidos; avaliar a

participagdo da NOS e do NO, através de Western Blot;
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