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RESUMO

O choque séptico, que € desencadeado por produtos microbianos, € caracterizado
principalmente por uma perfusao tecidual inadequada causada pela diminuicdo da
pressdo arterial, lesédo vascular, hiporreatividade a vasoconstritores e coagulacao
intravascular disseminada, o que pode levar a disfuncédo de multiplos érgados e morte.
O oxido nitrico (NO) tem um importante papel na patogénese da sepse e choque
séptico, tendo efeitos tanto protetores como deletérios. Ensaios clinicos com
inibidores nao seletivos da NOS (6xido nitrico sintase) motraram melhora nos niveis
da presséao arterial média, porém houve também um aumento da pressao da artéria
pulmonar e reducdo do débito cardiaco. Assim, apesar da investigagéo intensa, ndo
houve progressos clinicos até agora. Talvez isso se deve a falta de compreenséo do
NO e suas vias de sinalizagdo. Ha por exemplo uma lacuna sobre o papel da enzima
guanilato ciclase solavel e do segundo mensageiro guanosina 3',5- monofosfato
ciclico (cGMP) durante os momentos iniciais da sepse. A maioria dos trabalhos tem
estudado o papel do cGMP através da inibicdo da enzima responsavel pela sua
producéo (guanilato ciclase), porém, neste trabalho optamos por tentar o aumento dos
niveis de cGMP através da inibicdo de uma enzima responsavel pela sua degradacéo,
a fosfodiesterase 5 (PDE5). Nos primeiros estagios de choque ocorre uma intensa
liberacdo de agentes vasoconstritores, o que pode levar a danos por isquemia. Neste
cenario, o0 cGMP pode desempenhar um papel chave para contrabalancar esses
agentes e impedir danos nos tecidos. O sildenafil, um inibidor de fosfodiesterase do
tipo 5, aumenta cGMP em células do musculo liso promovendo vasodilatacdo. Assim,
0 propdsito do presente estudo foi investigar o efeito do tratamento com sildenafil nas
fases iniciais da sepse. Ratos Wistar machos foram divididos em 2 grupos de 16
animais cada e submetidos ao procedimento CLP (Cecal Ligation and Puncture) ou a
falsa cirurgia (sham). Oito horas apds o procedimento, os grupos CLP e sham foram
aleatoriamente divididos para receber sildenafil (10 mg / kg por via oral) ou veiculo.
Vinte e quatro horas apos o procedimento CLP ou sham, a pressao arterial média,
sistolica e diastdlica e reatividade vascular a fenilefrina foram avaliadas. Além disso,
amostras de sangue foram coletadas para a dosagem de 6xido nitrico (nitrato e nitrito),
uréia, creatinina, AST, ALT, lactato e CK; analises hematologicas também foram
realizadas. A significancia estatistica foi analisada por ANOVA de duas vias seguida
de post hoc Bonferroni. Os resultados mostram que o modelo CLP foi capaz de
reproduzir as principais caracteristicas da sepse como inflamacéo sistémica,
hipotensdo, reducdo da resposta ao vasoconstritores, hipoxia e dano tecidual.
Interessantemente, o tratamento com sildenafil melhorou a hipoperfusdo em estagios
iniciais de sepse reduzindo a lesdo de 6rgdos. Sendo assim, inibidores das
fosfodiasterases, como o sildenafil, podem ser ferramentas terapéuticas Uteis para o
tratamento da sepse, desde que administrados na correta janela de oportunidade.

Palavras — chave: sepse, 0xido nitrico, cGMP, Sildenafil



ABSTRACT

Septic shock, which is triggered by microbial products, is mainly characterized by an
inadequate tissue perfusion caused by a decreased in blood pressure, vascular
damage, hyporeactivity to vasoconstrictors and disseminated intravascular
coagulation, which can lead to multiple organ dysfunction and death. Nitric oxide (NO)
is an important player in the pathogenesis of sepsis and septic shock, having both
protective and deleterious effects. Trials of nonselective NOS inhibitors have shown
increased mean arterial pressure, but also increased pulmonary artery pressure and
reduced cardiac output. Thus, despite the intense research, there was no clinical
progress so far. Perhaps this is due to lack of compression of NO signaling pathways.
There is a knowledge gap on the role of the NO-guanylate cyclase- guanosine 3 ', 5'-
cyclic monophosphate (cGMP) pathway during the early stages of sepsis. Most work
has studied the role of cGMP by inhibiting the enzyme responsible for its production
(guanylate cyclase), however, in this work we chose to try the increased cGMP levels
by inhibiting an enzyme responsible for their degradation, phosphodiesterase 5
(PDEDS). In the early stages of shock occurs an intense release of vasoconstrictors
agents, which can lead to ischemia damage. In this scenario, cGMP could play a key
role counterbalancing these agents and preventing tissue damage. Sildenafil, a type-
5 cGMP phosphodiesterase inhibitor, increase GMP at smooth muscle cells and
promotes vasodilation .Thus, the purpose of this study was to investigate the effect of
treatment with sildenafil in the early stages of sepsis. Male Wistar rats were divided
into 2 groups of 16 animals each and submitted to either Cecal Ligation and Puncture
(CLP) or the sham procedure. Eight hours after the procedure, the CLP and sham
groups were randomly assigned to receive sildenafil (10 mg/kg orally) or vehicle.
Twenty-four hours after the CLP or sham procedure, the mean arterial blood pressure,
systolic and diastolic blood pressure and vascular reactivity to phenylephrine were
evaluated. Additionally, blood samples were collected for measurement of nitric oxide
(nitrate and nitrite), urea, creatinine, AST, ALT, lactate and CK.; hematological
analyzes were also performed. Statistical significance was analyzed by two-way
ANOVA followed by post hoc Bonferroni. The results shows that the CLP was able to
reproduce the main characteristics of humans sepsis like as, systemic inflamation,
hypotension, reduced response to vasoconstrictors, hypoxia and tissue damage.
Interestingly, treatment with sildenafil improved and the organ hypoperfusion at early
stages of sepsis reducing organ injury. Thus, phosphodiesterase inhibition may be a
useful therapeutic strategy if administered at the proper window of opportunity.

Keywords: sepsis, nitric oxide, cGMP, Sildenafil
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1 INTRODUCAO

A palavra sepse deriva do grego e se refere a decomposicédo de vegetais,
animais e matéria organica, na presenca de bactérias (GEROULANOS; DOUKA,
2006; FUNK et al., 2009). Durante muitas décadas os cientistas tentam desvendar os
mistérios moleculares da sepse, buscando aperfeicoamento no entendimento sobre a
fisiopatologia da doenca (FUNK et al., 2009).

A sepse é uma sindrome complexa que resulta de uma resposta do hospedeiro
a patdgenos invasores, principalmente bactérias, causando alteracbes
cardiovasculares, imunoldgicas, metabdlicas e hemodinamicas, com liberacdo de
diversos mediadores inflamatorios, evoluindo nos casos desfavoraveis para o choque
seéptico, culminando com a disfungdo de mdltiplos 6rgaos (DMSO) - (XING etal., 2012;
AZIZ et al., 2013; SMEDING et al., 2012; RANGEL-FRAUSTO et al, 2005). Devido a
complexidade da doenca, a definicdo da sepse se torna muitas vezes confusa.

Em 1991, na Conferéncia de Consenso feita pela American College of Chest
Physicians and the Society of Critical Care Medicine, foram estabelecidos critérios
para a classificacdo da sepse e doencas similares, as quais foram enquadradas como
sindrome da resposta inflamatoéria sistémica (SIRS) (BONE et al., 1992). A SIRS é um
conjunto de manifestacfes clinicas associadas a agressao organica, definida pela
presenca de pelo menos dois dos seguintes achados clinicos e laboratoriais:

- Temperatura: superior a 38,3 °C ou inferior a 36 °C;

- Frequéncia cardiaca: superior a 90 bpm;

- Frequéncia respiratoria: superior a 20 ipm ou PaCO: inferior a 32 mmHg;

- Leucdcitos: mais de 12.000/mm?2 ou menos de 4.000/mm?3ou = 10% de bastoes

Além disso, ficou estabelecido que o termo sepse devera ser utilizado apenas
nos casos onde a infeccdo é documentada, pois a SIRS pode ser causada por
diversas outras injurias, tais como trauma, queimaduras, choque hemorragico e
pancreatite aguda. Portanto, a sepse pode ser definida como a resposta inflamatéria
sistémica (SIRS) associada a um quadro infeccioso.

A sepse pode ser classificada de acordo com sua apresentagao clinica em:
sepse, sepse grave e choque séptico. Sepse grave é definida por sepse associada a
disfuncéo de oOrgaos, hipoperfusdo ou hipotensédo. As anormalidades de perfusao
podem incluir acidose lactica, oliguria ou alteragcdo da consciéncia, mas néo estéao

limitadas somente a esses sinais (DAVID, 2007). Choque séptico esta associado a
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faléncia circulatéria aguda caracterizada pela persisténcia de hipotensao arterial ndo
explicada, sendo definida como presséo arterial sistolica inferior a 90 mmHg ou
reducdo de mais de 40 mmHg dos valores basais, com hipotenséo irresponsiva a
reposicdo Vvolémica adequada e disfuncdo de orgdos (LEVI et al.,, 2003),
frequentemente evoluindo para sindrome de faléncia multipla de érgdos (MODS)
(CASTELLHEIM et al., 2009).

A sepse tem sido historicamente uma condicdo de dificil identificacdo e
diagndstico (MARTIN, 2012). E um problema de satde publica emergente com alta
incidéncia e altas taxas de mortalidade.

A incidéncia da populagéo acometida pela sepse tem aumentado ao longo das
Gltimas décadas. Isso se deve em parte ao aumento da expectativa de vida de idosos
e pacientes com enfermidades graves, associado ao emprego descontrolado da
antibioticoterapia (responsavel pelo aumento do niumero de bactérias resistentes), ao
namero de procedimentos invasivos e de pacientes imunodeprimidos e a elevada
frequéncia de infeccBes hospitalares (DUMA, 2005; RANGEL-FRAUSTO, 2005;
MOHAJER et al., 2012). E a principal causa de morte em pacientes admitidos em
unidades de terapia intensiva (DAVID et al, 2007; ANDRADES et al., 2011).

Anualmente, em todo mundo, ocorrem cerca de 18 milhdes de casos de sepse
grave (DAVID, 2007). Nos Estados Unidos, cerca de 750.000 pacientes desenvolvem
sepse grave todos os anos, com um indice de mortalidade média de 40% (ANGUS et
al., 2001). No Brasil, dados do Brazilian Sepsis Epidemiological Study apontam que a
sepse apresenta uma taxa de mortalidade de aproximadamente 34%, sepse grave
47% e choque séptico 52% (SILVA et al., 2004). Em outro estudo feito em unidades
de terapia intensiva brasileiras a mortalidade dos pacientes sépticos foi em média de
46,6%, sendo 34,4% na sepse grave e 65,3 % no choque séptico (SALES JUNIOR et
al., 2006).

A maior causa da infeccdo na sepse é por bactérias, mas a resposta
inflamatoria também pode ser desencadeada por fungos e virus (NDUKA; PARRILLO,
2009). As bactérias gram-positivas mais comumente isoladas sdo Staphylococcus
aureus e Streptococcus pneumoniae. Entre as gram-negativas, destacam-se
Escherichia coli, Klebsiella spp e Pseudomonas aeruginosa (VAN DER POLL et al,
2008). As fontes de infeccdo mais frequentes sdo pulmonar, abdominal, urinaria,

cutanea e cateteres vasculares (DAVID, 2007).
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Estudos sugerem uma complexa interagdo entre inflamacao, coagulacdo e
diminuicdo da fibrinGlise decorrentes da resposta imune induzida pela infeccao
bacteriana (OPAL; ESMON, 2003). A ativacdo da resposta imune ocorre a partir da
liberagdo de “padrbes moleculares associados ao patdgeno”, ou seja, componentes
da parede celular de microorganismos tais como endotoxinas de bactérias gram-
negativas, conhecidos como lipopolissacarideos (LPS), e exotoxinas derivadas de
bactérias gram-positivas, os peptideoglicanos e o acido lipoteicoico (LTA) (OPAL,
2007). Esses componentes bacterianos sao liberados na corrente circulatoria e
interagem com receptores especificos na superficie de mondcitos, denominados “toll-
like receptors” (TLR), resultando em uma complexa cascata de eventos, envolvendo
ativacdo de neutréfilos, macréfagos e linfécitos e a liberagdo de mediadores
inflamatorios e quimicos para a circulacdo (DUMA, 2005).

Durante o choque séptico, € essa complexa interacdo entre os diferentes
mediadores inflamatorios e as alteracbes hemodindmicas que dificulta o tratamento
desta patologia, sendo este um dos motivos pelos quais 0 manejo do paciente em
choque néo sofreu alteracdes substanciais nas duas Ultimas décadas. A manobra
terapéutica prioritaria tem sido a manutencéo da pressao arterial e do débito cardiaco,
através de reposicao de liquido e utilizacdo de agentes inotropicos e vasopressores
(WHEELER; BERNARD, 1999). Em seguida, busca-se a identificagdo e eliminagdo do
foco infeccioso através da utilizacao de antibiéticos e em casos extremos, a remocao
cirirgica (HOLLENBERG et al., 2004).

O o6xido nitrico (NO) estd sendo cada vez mais implicado em processos
fisiolégicos e patolégicos, tanto como um elemento benéfico quanto maléfico. A sepse
e o0 choque séptico sdo condi¢cbes em que o Oxido nitrico desempenha um papel
central na fisiopatologia (DAVID et al, 2007). Ele é considerado um dos principais
fatores envolvidos na vasodilatacao e no dano tecidual observado no desenvolvimento
desta sindrome. Isto pode ser observado pelo aumento no nimero de publicacdes
envolvendo sepse e NO, apds a descoberta deste importante mediador em 1987
(Figura 1).
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Figura 1 - Publicacdes (1988 - 2014) relacionadas a sepse/choque séptico e 6xido nitrico.
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Fonte: PubMed

O Oxido nitrico é sintetizado pela reacdo de conversao da L-arginina em L-
citrulina através da atividade catalitica da enzima 6xido nitrico sintase (NOS). Ha trés
isoformas identificadas dessa enzima: neuronal (nNOS ou tipo 1), induzida (iNOS ou
tipo 2) e endotelial (eNOS ou tipo 3). A expressdo da isoforma induzida (iNOS) é
regulada por citocinas, interleucinas e produtos bacterianos (LPS, por exemplo)
(CLEMENTI, 2003; JANG et al, 2013). Embora alguns trabalhos mostrem o
envolvimento da nNOS (DUMA et al.,, 2011; NARDI et al.,, 2014) e eNOS na
fisiopatologia da sepse (CONNELLY et al., 2005; VO et al., 2005), é aceito que a
maioria do NO relevante nesta condicdo é proveniente da isoforma induzida (DAVID,
2007).

Um dos principais efeitos bioldgicos apresentados pelo NO é a estimulacao da
guanilato ciclase soluvel (GCs), pois a partir da ativacdo da GCs ocorre a producao
de guanosina 3',5'- monofosfato ciclico (cGMP) que é o responsavel por muitos dos
efeitos bioldégicos mediados pelo NO, como a vasodilatacdo (COLLINS et al., 1986),
inibicdo da agregacao plaquetaria (RADOMSKI et al., 1987) e inibicdo da migragéo de
leucdcitos (AHLUWALIA et al., 2004). A importancia da guanilato ciclase é revelada
pelo amplo espectro de eventos biologicos regulados pelo cGMP, que incluem
respostas da retina a estimulos luminosos, olfato, formacao de esterdéides, transporte

iBnico nos rins e no intestino, regulacdo da concentragao intracelular de célcio livre
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(importante para a agregacao plaquetaria), regulacdo da contratilidade do musculo
cardiaco, do musculo liso ndo-vascular e também do vascular (base para o
desenvolvimento de drogas revolucionarias como o citrato de sildenafil — Viagra®).
Além disso, disfun¢cées na producdo ou respostas ao cGMP estdo associadas a
situacdes patoldégicas, como no choque endotoxémico, na diarréia secretoria e na
hipertenséo, dentre outras. (para revisdo ver SCHMIDT et al., 1993; BRIONI et al.,
2002; SHARMA, 2002).

Existem pelo menos trés proteinas intracelulares receptoras para o cGMP, as
fosfodiesterases (PDES), os canais de cations abertos por cGMP e proteinas quinase
dependentes de cGMP (PKG) que pertencem a uma familia de proteinas quinases
serina/treonina, responsaveis por grande parte dos efeitos do cGMP (para revisédo
detalhada ver HOFMANN et al., 2000; LUCAS et al., 2000).

O tbnus da musculatura lisa é regulada pelo célcio celular, o qual ativa a
miosina quinase de cadeia leve (MLCK, do inglés myosin light chain kinase)
dependente de calcio/calmodulina (CaM), levando a fosforilacdo da cadeia leve de
miosina (MLC, do inglés, myosin light chain) com consequente contragao. A via do NO
causa relaxamento por estimular a guanilato ciclase, aumentando a producao de
cGMP e ativando a PKG. A PKG gera relaxamento por mecanismos que ainda néo
séo totalmente definidos, e que podem incluir: a) reducéo na concentracdo de calcio
citosdlico, tanto por um aumento na exportacdo de calcio como por reduzir a
mobilizacdo de célcio mediada por inositol trifosfato (IP3), b) a desfosforilacdo da
cadeia leve da miosina, por ativacao de fosfatases ou pela manutencao da MLCK em
uma forma fosforilada que néo é passivel de ativacéo pela célcio-calmodulina (Figura
2; para revisao ver LUCAS et al., 2000).

O cGMP ¢ inativado por hidrélise a guanosina 5'- monofosfato (GMP) através
de enzimas da familia das fosfodiasterases (PDEs). As fosfodiesterases constituem
uma familia com 11 diferentes membros (Tabela 1), distintas por caracteristicas
enzimaticas, estruturais, perfil de inibicdo farmacoldgica e distribuicdo tecidual
(MAURICE et al., 2014). Entre as fosfodiesterases expressas principalmente em
tecidos vasculares podemos citar as fosfodiesterases 2, 3, 4 e 5 (SURAPISITCHAT et
al., 2007). Cada uma destas enzimas apresenta inibidores farmacologicos seletivos,
alguns inclusive usados na clinica como é o caso dos inibidores da fosfodiesterase 5
(MAURICE et al., 2014). Os inibidores de PDEs podem elevar os niveis intracelulares

do cAMP e cGMP, de acordo com a especificidade do substrato da PDE em particular
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gue € bloqueada. O Sildenafil € um inibidor potente e seletivo da PDE5, responsavel
pela modulacédo da atividade do cGMP, regulando, desta forma, sua degradacgéo. Esta
droga estimula a via do 6xido nitrico (NO)-sGC-cGMP e, por conseguinte, promove
efeitos de relaxamento e vasodilatacdo (DU PLESSIS et al., 2004).

Figura 2 - Mecanismos de vasodilatacdo mediados pela via NO-sGC-cGMP.
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Fonte: Adaptado de BEAVO; BRUNTON, 2002



Tabela 1 - A familia das fosfodiasterases
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PDE Substrato Distribuicdo tecidual Inibidores Aplicacdes clinicas

PDE 1 cAMP/cGMP Cérebro, musculo esquelético  Vinpocetina Deméncia, perda de
do coracao, figado, musculos Nicardipina memoria
vasculares e viscerais 8-MeOM-IBMX

Nimodipina
Cérebro, coracéo, figado, Sindrome da angustia

PDE 2 cAMP/cGMP musculos viscerais e EHNA respiratéria aguda,
esqueléticos, corpo cavernoso, perda de meméria
cortex adrenal, endotélio e
plaguetas
Coracao, cérebro, figado, rim,  Lixazinona Glomerulonefrite,

PDE 3 CAMP/cGMP tecido adiposo, Cilostamida insuficiéncia cardiaca
células B pancreaticas, Milrinona congestiva, claudicacdo
endotélio, epitélio, odcitos, Cilostazol intermitente, trombose,
plaquetas, corpo cavernoso, Dihydro- hipertensédo pulmonar
musculos viscerais e pyridazinona
vasculares

Rolipram Glomerulonefrite
Cérebro, testiculos, leucécitos, Denbufyllina asma, DPOC,
PDE 4 cAMP musculos viscerais e Cilomilast depresséao bipolar,
vasculares Roflumilast encefalomielite
auto-imune
Sildenafil (Viagra)
Corpo cavernoso, Zaprinast Insuficiéncia renal

PDE 5 cGMP plaguetas, muasculos viscerais  Dipiridamol cronica, hipertenséo
e vasculares, placenta, Ariflo pulmonar, disfuncéo
pancreas, cérebro, figado, Vardenafil erétil, transplante de
pulmao Tadalafil orgdos

Zaprinast Os inibidores seletivos
Fotorreceptores (retina) e Dipiridamol da PDEG6 sao poucos e
PDE 6 cGMP glandula pineal Vardenafil tem pequenas
Tadalafil aplicacdes
devido a efeitos
adversos sobre a
visdo.
Tecidos incluindo o baco,

PDE 7 cAMP cérebro, pulméo e rim, Dipiridamol Vias aéreas e
coracdo, musculo esquelético,  Thiadiazol doencas imunolégicas
células linfoides e mieldides

PDE 8 cAMP Testiculos, ovarios, intestino e Dipiridamol Aplicacdes imunoldgicas
tiredide

PDE 9 cGMP Baco, cérebro, bago e Zaprinast Possivel efeito
células intestinais hipoglicémico

Dipiridamol Tratamento de
PDE 10 cAMP/cGMP Cérebro, testiculos e tiredide Papaverina esquizofrenia e outros
distarbios neuro-
psiquiatrios
Musculos esqueléticos,

PDE 11 cAMP/cGMP coracdo, masculos viscerais e Tadalafil Melhora das funcdes
vasculares, glandula salivar e Zaprinast testiculares
pituitaria, préstata, testiculos, Dipiridamol

figado e rins

Fonte: MAURICE et al, 2014; MOUSTAFA; FELDMAN, 2014; GHOSH et al, 2009
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Muito ja se estudou sobre o envolvimento do 6xido nitrico na sepse, mas muito
pouco se sabe sobre o papel da enzima guanilato ciclase solivel e do segundo
mensageiro cGMP durante a sepse. A maioria dos trabalhos relaciona a
superproducdo de NO com a patogénese de varias formas de choque, tais como a
sepse e a anafilaxia, caracterizada por vasodilatacdo arteriolar, hipotensdo e ma
resposta a vasoconstritores (JANG et al, 2013). Apesar da clara importancia deste
mediador, ndo houve um grande sucesso. Inclusive a tentativa de utilizacdo de um
inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) na sepse foi frustrada (LOPEZ et al.,
2004). Talvez isso seja devido a falta de compreensdo do NO e suas vias de
sinalizacéo.

Recentemente, pesquisadores tém tentado demonstrar o papel da GCs e
cGMP na sepse. Paula-Neto et al (2011) demonstraram que a inibicdo da GCs é
benéfica na sepse através da recuperacdo da funcionalidade dos neutrdfilos.
Fernandes et al (2009) demonstraram que a inibicdo da GCs melhorou aspectos
hemodinamicos e reduziu a mortalidade, mas somente nos estagios tardios da sepse,
pois quando inibida nos primeiros estagios ocorreu aumento da mortalidade. Cadirci
et al (2011) afirmam através de seus resultados que o uso do Sildenafil protege contra
danos nos pulmdes e rins na sepse induzida em ratos pela inibicdo da degradacéo do
cGMP.

A elevada producdo de 6xido nitrico durante a sepse gera uma excessiva
ativacdo da enzima guanilato ciclase e aumento de cGMP. O cGMP tem sido implicado
na queda de pressdao arterial e hiporeatividade a vasoconstritores gerando prejuizo na
perfusdo tecidual. Concordando com isso, tem sido mostrado que a inibicdo da
producdo da cGMP através da utilizacdo de inibidores da guanilato ciclase gera
melhora hemodinamica. Por outro lado, também tem sido mostrado que a inibicdo da
guanilato ciclase na sepse pode gerar diminuicdo da oxigenacgao arterial e aumento
da mortalidade. Esta controvérsia pode ser consequéncia das diferentes fases de
producdo de cGMP durante a sepse. Enquanto tem sido claramente demonstrado que
em fases tardias da sepse ocorre aumento da expressao da enzima guanilato ciclase
e excessiva producao de cGMP (Figura 3 - Fase 2), alguns dados mostram que a
atividade da guanilato ciclase, e portanto a producdo de cGMP, pode estar
comprometida em momentos iniciais (Figura 3 - Fase 1) — (FERNANDES, 2006, 2009;
NARDI, 2014). Portanto a inibicdo da guanilato cilclase neste momento pode privar o

paciente de um mediador fundamental para a manutencéo de um ténus vascular que
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proporcione uma adequada perfusdo tecidual. E importante salientar que nos
momentos iniciais do choque ocorre uma intensa ativacao do sistema simpético bem
como do sistema renina-angiotensina, e que embora a sepse gere hiporeatividade a
vasoconstritores, alguns leitos vasculares, como o leito renal, por exemplo, continuam
respondendo normalmente ou até mesmo de forma acentuada (GUARIDO et al,
2014). Portanto a reducdo de cGMP nestes momentos pode levar a intensa
vasoconstricdo em alguns tecidos, que associada a baixa presséao arterial sistémica,

pode gerar intensa isquemia e dano tecidual.

Figura 3 - Esquema ilustrando as diferentes fases de producao de cGMP durante a sepse.
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1% desequilibrio hemodinamico -
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23 Sildenafil
T | Fasel
.'g Caréncia de cGMP:
S | desequilibrio hemodinamico Restaurar ou mesmo aumentar os niveis de GMP
| | | | para garantir uma adequada perfusao tecidual

0 6 12 18 24 em momentos inicias da sepse
Tempo apos inicio da sepse (horas)

Fonte: A autora.

Diante destas evidéncias, o propdsito deste trabalho é restaurar os niveis de
cGMP através da inibicdo da fosfodiesterase em momentos inicias, através do uso do
Sildenafil, um inibidor potente e seletivo da PDE 5. Esta estratégia pode gerar uma
melhora na perfusao tecidual, reduzindo a faléncia de 6rgdos durante a sepse. Isto
pode prover um tempo vital para que 0s antimicrobianos e demais terapias de suporte

usadas durante o tratamento da sepse/choque séptico possa fazer seu papel.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o efeito do Sildenafil sobre alteracdes
vasculares e dano tecidual induzidos pelo choque séptico, através de um modelo de

sepse induzida por ligacéo e perfuracéo cecal (CLP) em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizar o modelo de sepse induzida por ligacéo e perfuracéo cecal (Cecal
Ligation and Puncture - CLP);

- Avaliar o efeito do Sildenafil sobre as alteragdes vasculares e hemodinamicas
em animais sépticos;

- Avaliar o efeito do Sildenafil sobre as altera¢cées hematoldgicas, bioquimicas

e mediadores inflamatérios em animais sépticos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 4 grupos: dois grupos sham, um sem tratamento
e outro com tratamento com Sildenafil; e dois grupos CLP, um sem tratamento e outro
com tratamento com Sildenafil. Foram utilizados 8 animais por grupo. Depois de
realizada a cirurgia nos grupos CLP e sham (falso-operados), os animais dos grupos
com tratamento receberam Sildenafil (10 mg/Kg) por via oral através de gavagem, e
os do grupo sem tratamento receberam agua destilada por via oral, também por
gavagem, 8 horas apos a cirurgia. A dose de sildenafil foi escolhida com base em
diversos trabalhos que avaliam aspectos tanto farmacocinéticos como
farmacodinamicos desse farmaco (CARDICI et al, 2011; MOUSTAFA et al, 2013;
GOKAKIN et al, 2013, SHIH et al, 2013; SAMILLAN et al, 2013).

Os animais foram constantemente monitorados para avaliar os sinais clinicos e
a mortalidade. Ap6s 24 horas da cirurgia, foi feita a avaliacdo dos parametros
cardiovasculares, o sangue e os tecidos foram coletados para serem feitas as demais

analises, e por fim os animais foram sacrificados

Figura 4 - Representagdo esquematica do experimento
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Fonte: A autora.
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3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar adultos, machos, de 3 meses de
idade, pesando entre 200 a 300g. Os animais foram fornecidos pelo biotério central
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Os mesmos foram mantidos,
durante todo o periodo do experimento, em ambiente com temperatura de 21 + 2 °C
e ciclo de claro/escuro (12/12h) controlado automaticamente, bem como tiveram livre
acesso a agua e comida (racado Nuvilab CR-1, Quimtia S.A., Canguiri, Colombo,
Parana). Os animais somente permaneceram em jejum no periodo entre a cirurgia e
a administracdo do Sildenafil, para que a absor¢cdo do medicamento ndo sofresse
interferéncia do alimento. Os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da UEPG (nimero do protocolo de aprovacdo 3578/2014) e os
animais foram manipulados conforme recomendacdes da diretriz brasileira para o
cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos (DBCA) do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.3 COMPOSTOS E REAGENTES UTILIZADOS

As seguintes substancias foram utilizadas neste estudo: Citrato de Sildenafil
(Pfizer®), Cloridrato de Fenilefrina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP); heparina sédica
(Cristalia Produtos Farmacéuticos, Sao Paulo, SP); cloridrato de quetamina (Sepso
industria e comércio Ltda, Paulinia, SP, Brasil); xilazina (Bayer; Sao Paulo, SP, Brasil).

Os reagentes utilizados para preparo de solu¢des foram dissolvidos em agua Milli-Q.

3.4 INDUCAO DE SEPSE POR LIGADURA E PERFURACAO DO CECO (CLP)

A inducdo de sepse foi realizada pelo modelo CLP (Cecal Ligation and
Puncture), descrito inicialmente por Wichtermann et al., (1980) e Baker et al., (1983).
A Figura 5 traz uma representacdo esquematica deste modelo. Os ratos foram
anestesiados com uma solugédo anestésica de quetamina (75 mg/kg) e xilazina (15
mg/kg) por via intramuscular.

Apbs a realizacéo de tricotomia na regido abdominal, os ratos foram colocados
em mesa cirargica e foi realizada assepsia local com alcool a 70%. Os ratos foram,
em seguida, submetidos a uma laparotomia com incisdo longitudinal de,

aproximadamente, 1 cm e subsequente exposi¢cao do ceco. Este foi semi-ocluido com



23

fio de seda, na regido proxima a vélvula ileocecal. O ceco foi perfurado duas vezes
com agulha estéril (40 x 12) e, logo apds, levemente comprimido para extravasamento
do conteudo fecal. Em seguida, o ceco foi recolocado na cavidade peritoneal, a qual
foi suturada com fio de seda. Posteriormente, a musculatura e pele também foram
suturadas e feita a assepsia da regido abdominal com alcool. Os ratos “falso” operados
ou Sham foram submetidos aos mesmos procedimentos cirargicos ndo sofrendo,
contudo, semi-oclusdo e perfuracdes no ceco. Os ratos receberam hidratacdo com
solucédo fisiologica (5mL/ 100g) por via subcutanea, para reposicdo de fluido
(RITTIRSCH et al, 2009).

Durante a recuperacdo da anestesia, a qual levou em torno de 60 a 120
minutos, os ratos foram colocados em uma caixa devidamente aquecida. Além disso,
foram observados os sinais clinicos de instalacdo de uma resposta inflamatéria
sistémica como piloerecdo, tremores, sangramento ocular, prostracdo, atonia

muscular e diminuigdo da movimentagao.

Figura 5 - Representacao esquemética do modelo experimental de sepse por ligadura e perfuracéo do
ceco (CLP).
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Fonte: Adaptado de BURAS et al., 2005.

3.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES E REATIVIDADE
VASCULAR

Os animais foram anestesiados com uma solug&o anestésica de quetamina (75
mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) por via intramuscular. Uma vez anestesiados, 0s animais
foram posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa cirdrgica aquecida
(temperatura entre 35 e 36°C). Apoés a localizacéo da veia femoral foi feito a insercao
de uma agulha acoplada a uma canula de polietileno (PE 50) e seringa. Esse acesso

venoso tem por objetivo a administragao do vasoconstritor fenilefrina. Depois disso, a
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artéria carétida esquerda foi localizada, e de forma cuidadosa e rapida, separada do
nervo vago e tecidos adjacentes. Foi feito entéo a insercéo de um cateter de polietileno
(Angiocath® nimero 19), devidamente heparinizado, o qual foi amarrado na artéria e
conectado a um transdutor de presséao acoplado ao PowerLab 8/30 (AD Instruments
Pty Ltd., Castle Hill, Australia). Os valores de pressado arterial média, sistélica e
diastélica (em mmHg) e da frequéncia cardiaca (em batimentos por minuto, bpm)
foram registrados em um computador por um software de integracéo (ChartPro7®).
Apos um periodo de 30 minutos de estabilizacdo, a reatividade vascular para
fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/kg) foi avaliada. A Figura 6 mostra de maneira mais clara
o procedimento realizado. Ao final do experimento os animais foram sacrificados por

sobredosagem anestésica.

Figura 6 - Representacdo esquemética do procedimento realizado para avaliacdo dos parametros
cardiovasculares
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Fonte: A autora.

3.6 AVALIACOES BIOQUIMICAS

A coleta de sangue dos animais foi realizada logo ap0s a avaliacdo dos
parametros cardiovasculares. Foi utilizado o acesso feito na artéria carétida para

coleta do sangue. Foram dosados o0s niveis de uréia, creatinina, aspartato
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aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatina quinase (CK) e

lactato, utilizando kits comercialmente disponiveis.

3.6.1 Uréia

A Uréia é o produto final nitrogenado proveniente do catabolismo das proteinas.
Estados associados com elevados niveis de uréia no sangue sdo referidos a
hiperuremia ou azotemia.

A uréia foi dosada através do kit Uréia UV (Kovalent do Brasil Ltda., S&o
Goncalo — RJ), no equipamento Selectra Juanior automatizado. O principio deste kit &
a hidrdlise da uréia a amobnia pela urease. A amonia reage com 2-Cetoglutarato e
NADH em reacao catalisada pela glutamato dehidrogenase promovendo a oxidacéo
do NADH a NAD. A consequente reducdo da absorbancia medida a 340nm é

proporcional a concentracdo de uréia.

Uréia + 2H,0—Y==_,9NH,* +2HCO,’

2-Oxoglutarato + NH,” + NADH—=2 5| - Glutamato + NAD* + H,0

3.6.2 Creatinina

A creatinina € um produto de degradacédo da creatina, excretada pelos rins,
principalmente pela filtragdo glomerular. O aumento dos valores de creatinina no
plasma sempre indica diminuicdo da excrecao, ex. fungéo renal prejudicada.

A creatinina foi dosada através do kit Creatinina (Kovalent do Brasil Ltda., S&o
Goncalo — RJ), no equipamento Selectra Junior automatizado. O método utilizado por
este kit é cinético sem desproteinizacdo de acordo com o método Jaffé. De acordo
com este meétodo, a creatinina forma um complexo colorido laranja-avermelhado em
uma solugao picrato alcalino. A diferenca de absorbéncia em tempo fixo durante a

conversao € proporcional a concentragdo da creatinina na amostra.

Creatinina+ Acido Plerico —— éumplemPicratn Creatinina
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3.6.3 Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT)

Alanina Aminotransferase (ALAT/ALT) formalmente chamada Transaminase
Glutdmica Piravica (TGP) e Aspartato Aminotransferase (ASAT/AST), formalmente
chamada Transaminase Glutdmica Oxalacética (TGO) sdo as mais importantes
enzimas representativas do grupo de enzimas, de Aminotransferase ou
Transaminase, 0 qual catalisa a conversdo dos acidos a-ceto em amino pela
transferéncia do grupo amino.

A AST e ALT foram dosadas através dos kits TGO (AST) e TGP (ALT),
respectivamente (Kovalent do Brasil Ltda., Sdo Goncalo — RJ), no equipamento
Selectra Junior automatizado. E um método UV otimizado de acordo com IFCC
(Federacéao Internacional de Quimica Clinica e Medicina Laboratorial).

Principio dos testes:

» AST
L-Aspartato + 2-Oxoglutarato < PSAT L | Glutamato + Oxalacetato
Oxalacetato + NADH + H* «MPH_, | Malato + NAD*
» ALT

L-Alanina + 2-Oxoglutarato ALAT | _Glutamato + Piruvato

Piruvato + NADH + H* « PP . D| actato + NAD*

3.6.4 Creatina quinase (CK)

Creatina quinase (CK) €& uma enzima que consiste de isoenzimas
principalmente do musculo (CK-M) e o cérebro (CK-B). CK existe no soro na forma de
dimero como CK-MM, CK-MB, CK-BB e como macroenzima. Valores elevados de CK
sdo observados em danos ao musculo cardiaco e doencas do musculo esquelético.

A CK foi dosada através do kit CK-NAC (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.
- Estados Unidos), no equipamento Advia® 1200. E um teste UV otimizado de acordo
com DGKC (Sociedade Germanica de Quimica Clinica) e IFCC (Federacao
Internacional de Quimica Clinica).

Principio do teste:
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Creatina Fosfato + ADP «=*— Creatina+ ATP
Glicose + ATP « - Glicose - 6 - fosfato + ADP

Glicose -6 - fosfato + NADP™ « =222,
6-Fosfo - Gluconolactona + NADPH + H”

3.6.5 Lactato

Lactato é o produto final da glicélise anaerdbica e é utilizada como indicador
para o estado de oxigenacdo em tecidos celulares.

O lactato foi dosado através do kit Lactato (Kovalent do Brasil Ltda., Sao
Goncgalo — RJ), no equipamento Selectra Junior automatizado. O método é UV
enzimatico utilizando Lactato Desidrogenase (LDH).

Principio do teste:

L-Lactato + NAD" «2% sPiruvato + NADH +H"

3.7 ANALISES HEMATOLOGICAS

A contagem hematoldgica das amostras de sangue total (EDTA) foi realizada
no contador hematologico automatizado Cell-Dyn 1400 (Abbott Diagnostics, Abbott
Park, llinois, EUA), e a contagem diferencial de leucécitos através da leitura de lamina
corada pelo método de May-Grunwald-Giemsa em microscopio optico.

3.8 DOSAGEM DE NITRATO E NITRITO (NOx)

A metodologia utilizada para a dosagem dos valores de NOx ja foi descrita
detalhadamente (GRANGER et al., 1990). Basicamente, o plasma foi diluido 1:1 com
agua de Milli-Q e desproteinizado pela adicdo de sulfato de zinco (2%). Para a
conversdo do nitrato para nitrito, as amostras foram incubadas a 37° C durante 2
horas, em presenca da nitrato redutase expressa em Escherichia coli cultivada em
anaerobiose. Apoés o periodo de incubacgéo, as amostras foram centrifugadas para a
remocao da bactéria, sendo 100 ul do sobrenadante misturados com o mesmo volume
de reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 10% de acido fosforico/0,1% de alfa-
naftil-etilenodiamina em agua de Milli-Q) em placas de 96 pocos para leitura a 540 nm

num leitor de placas. Curvas padrao de nitrito e nitrato (0 a 150 uM) foram realizadas
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simultaneamente. Como, nestas condi¢des, a conversédo de nitrato para nitrito foi
sempre maior que 90%, n&o foi realizada nenhuma correcdo dos resultados.
Finalmente, por meio de regressao linear, os valores foram expressos como UM de

NOx (nitrato e nitrito).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média = erro padrdo da média
(S.E.M). A andlise estatistica foi realizada pela Analise de Variancia de duas vias
(ANOVA de duas vias) seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. Os dados
apresentaram distribuicdo normal e variancias homogéneas, estas condi¢bes foram
verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. O nivel de
significancia aceito para os testes foi de P<0,05. Todos os testes foram realizados
utilizando o software estatistico GraphPadPrism (versdo 5.01, San Diego, Califérnia,
EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES E REATIVIDADE
VASCULAR

Foram analisados os seguintes parametros cardiovasculares: pressao arterial
média (PAM), presséo arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastdlica (PAD),
frequéncia cardiaca e reatividade vascular ao vasoconstritor fenilefrina.

Houve uma reducéo significativa na pressao arterial média, sistolica e diastolica
nos animais sépticos (grupos CLP veiculo e CLP sildenafil) como mostrado na Figura
7, painéis A-C. Além disso, os animais do grupo CLP veiculo tiveram um aumento da
frequéncia cardiaca em relagdo ao grupo sham veiculo (Figura 7, painel D). O
tratamento com sildenafil ndo alterou os valores de presséo arterial e frequéncia
cardiaca do grupo Sham ou CLP (Figura 7, painéis A-D).

A Figura 8 mostra um aumento dose resposta da presséao arterial gerado pela
fenilefrina. O CLP gerou uma reducao na resposta a fenilefrina. Este efeito € mais
evidente nas doses maiores (10 e 30 nmol /kg). O tratamento com sidenafil ndo alterou

a variacao na pressao arterial gerada pela fenilefrina.
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Figura 7 - Resultado da analise dos parametros cardiovasculares.
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Nota: O procedimento CLP (Cecal ligation and puncture) para inducdo da sepse foi realizado nos
animais dos grupos CLP e a falsa-cirurgia nos animais sham. Apés 8 horas da cirurgia os animais
receberam veiculo (Agua, 1 mL/Kg) ou sildenafil (10 mg/Kg) por gavagem. A pressdo arterial média
(painel A), pressao arterial sistdlica (painel B), pressdo arterial diastélica (painel C) e frequéncia
cardiaca (painel D) foram avaliados 24 horas apds a realizacdo das cirurgias. Os resultados
representam a média + erro padrdo da média de 8 animais. (**p<0,01, grupo CLP veiculo em relacéo
ao grupo sham veiculo; ***p<0,001, comparado com o respectivo grupo controle)
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Figura 8 - Resultado da reatividade vascular dos animais frente os vasoconstritor fenilefrina.
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Nota: O procedimento CLP (Cecal ligation and puncture) para inducdo da sepse foi realizado nos
animais dos grupos CLP e a falsa-cirurgia nos animais sham. Apés 8 horas da cirurgia os animais
receberam veiculo (dgua, 1 mL/Kg) ou sildenafil (10 mg/Kg) por gavagem. A reatividade vascular foi
avaliada 24 horas ap6s a realizacdo das cirurgias. Os resultados representam a média + erro padrao
da média de 8 animais. (*p<0,05, grupo CLP veiculo em relagdo ao grupo sham veiculo; **p<0,01,
grupo CLP sildenafil em relacdo ao grupo sham sildenafil, ***p<0,001, grupo CLP sildenafil em relacdo
ao grupo sham sildenafil).

4.2 AVALIACOES BIOQUIMICAS

A dosagem de creatinina ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
(Figura 9, painel A). J& os grupos CLP apresentaram aumento dos valores de uréia
em relacdo aos grupos sham (Figura 9, painel B). O tratamento com sildenafil ndo
preveniu 0 aumento da uréia nos animais.

Os niveis de TGP (Figura 9, painel D) nédo foram alterados pelo procedimento
CLP ou pelo tratamento com sildenafil. Por outro lado, o CLP gerou um aumento nos
niveis de TGO (Figura 9, painel C). O tratamento com sildenafil ndo alterou os niveis
de TGO.

Observando o grafico dos niveis de lactato (Figura 9, painel E) e CK (Figura 9,
painel F), podemos perceber que os animais do grupo CLP veiculo tem um aumento
significativo de lactato e CK quando comparado aos animais sham. O tratamento com
sildenafil preveniu o aumento destes dois marcadores, ja que 0s niveis de lactato e

CK do grupo CLP sildenafil estdo préximos dos niveis dos grupos sham.



Figura 9 - Avaliacdo dos marcadores plasmaticos de dano tecidual.
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Nota: O procedimento CLP (Cecal ligation and puncture) para inducdo da sepse foi realizado nos
animais dos grupos CLP e a falsa-cirurgia nos animais sham. Apés 8 horas da cirurgia os animais
receberam veiculo (agua, 1 mL/Kg) ou sildenafil (10 mg/Kg) por gavagem. O sangue dos animais foi
coletado 24 horas ap0s a realizagdo das cirurgias para quantificagdo dos niveis plasmaticos de
creatinina (painel A), uréia (painel B), TGO (painel C), TGP (painel D), lactato (painel E) e CK (painel
F). Os resultados representam a média + erro padrdo da média de 8 animais. (*p<0,05, comparado com
0 respectivo grupo controle; **p<0,01, comparado com o respectivo grupo controle; #p<0,05, grupo CLP

sildenafil em relag&o ao grupo CLP veiculo).
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4.3 ANALISES HEMATOLOGICAS

Foram analisados o0s seguintes parametros no hemograma dos animais:
contagem de eritrgcitos, leucacitos e plaquetas, hematdcrito, hemoglobina e contagem
diferencial de neutrdfilos e linfocitos, como mostra a Figura 10.

A contagem de eritrocitos, hematdécrito e hemoglobina (Figura 10, painéis A, C
e D) ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos. Porém, houve uma
reducdo na contagem de plaquetas (Figura 10, painel B) nos grupos CLP comparado
aos animais dos grupos sham. Observando-se a contagem de leucocitos (Figura 11,
painel A), percebe-se que os animais dos grupos CLP tem contagem de leucocitos
menor do que os animais dos grupos sham. Em relagcdo a contagem diferencial dos
leucécitos, os animais sépticos apresentam aumento do valor relativo de neutrofilos,
com valor absoluto normal, ou seja, semelhante aos animais sham (Figura 11, painéis
B e D). Os animais CLP apresentaram diminui¢cdo do valor relativo e absoluto de
linfécitos (Figura 11, painéis C e E). Em todos os parametros hematolégicos

analisados, o tratamento com sildenafil ndo apresentou diferenga significativa.



34

Figura 10 - Resultado das andlises hematolégicas.
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Nota: O procedimento CLP (Cecal ligation and puncture) para inducdo da sepse foi realizado nos
animais dos grupos CLP e a falsa-cirurgia nos animais sham. Apés 8 horas da cirurgia os animais
receberam veiculo (Agua, 1 mL/Kg) ou sildenafil (10 mg/Kg) por gavagem. O sangue dos animais foi
coletado 24 horas ap6és a realizacdo das cirurgias e foram analisados eritrécitos (painel A), plaquetas
(Painel B), hematdcrito, (painel C) e hemoglobina (painel D). Os resultados representam a média +
erro padrao da média de 8 animais. (*p<0,05, comparado com o respectivo grupo controle; ***p<0,001,
comparado com o respectivo grupo controle).
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Figura 11 - Resultado da analise de Leucécitos.
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Nota: O procedimento CLP (Cecal ligation and puncture) para inducdo da sepse foi realizado nos
animais dos grupos CLP e a falsa-cirurgia nos animais sham. Apés 8 horas da cirurgia os animais
receberam veiculo (Agua, 1 mL/Kg) ou sildenafil (10 mg/Kg) por gavagem. O sangue dos animais foi
coletado 24 horas apo6s a realizagdo das cirurgias e foram analisados leucécitos (painel A), neutrofilos
(Painéis B e D) e linfécitos (painéis C e E). Os resultados representam a média + erro padrao da média
de 8 animais. (*p<0,05, comparado com o respectivo grupo controle; **p<0,01, comparado com o0
respectivo grupo controle, ***p<0,001, comparado com o respectivo grupo controle).

4.4 DOSAGEM DE NITRATO E NITRITO (NOX)

Os niveis de nitrato e nitrito (NOx), que servem como indicadores da produgéo

de Oxido nitrico, foram determinados e estdo apresentados na Figura 12.
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Houve um aumento significativo dos niveis de NOx nos grupos CLP quando

comparado aos grupos sham. O tratamento com sildenafil ndo alterou os niveis de

NOX.

Figura 12 - Resultado da dosagem de nitrato e nitrito (NOX).
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Nota: O procedimento CLP (Cecal ligation and puncture) para inducdo da sepse foi realizado nos
animais dos grupos CLP e a falsa-cirurgia nos animais sham. Apés 8 horas da cirurgia os animais
receberam veiculo (agua, 1 mL/Kg) ou sildenafil (10 mg/Kg) por gavagem. O sangue dos animais foi
coletado 24 horas apo6s a realizag&o das cirurgias para realizacdo da dosagem de nitrato e nitrito (NOX).
Os resultados representam a média * erro padrdo da média de 8 animais. (***p<0,001, comparado com

0 respectivo grupo controle).
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5 DISCUSSAO

As alternativas terapéuticas na sepse permanecem um desafio devido
principalmente a complexidade desta sindrome. Embora muito tenha sido pesquisado,
pouca coisa tem sido aplicada com sucesso na prética clinica. Atualmente o que é
feito na clinica séo intervencdes basicas preconizadas nos hospitais, como
antibioticoterapia, remocédo do foco infeccioso quando possivel, administracdo de
corticoides, reposi¢do de volume, entre outros, sem nenhum tratamento especifico
para a sepse.

Nos estudos de sepse, sao utilizados modelos animais que podem ser divididos
em trés categorias principais: a) administracdo exdgena de uma toxina, como LPS ou
zimosan, modelos de endotoxemia; b) administracdo exdgena de patdégenos viaveis,
principalmente de bactérias; e c) rompimento das barreiras protetoras enddégenas dos
animais, como os modelos CLP (ligacdo e perfuracdo do ceco) e CASP (perfuracéo
do colo ascendente através de um stent).

O modelo CLP, escolhido para inducao da sepse no nosso estudo, € um dos
modelos que mais se assemelha ao quadro de sepse em humanos, decorrente de
traumas com perfuracdes das alcas intestinais, colite ou peritonite pos-operatoria.
Apos a perfuracdo da parede intestinal, ocorre a liberacdo gradativa do conteudo
colico para a cavidade peritoneal, induzindo peritonite, a qual pode evoluir para um
quadro de sepse e choque séptico (BROOKS et al., 2007). Modelos como injecdo de
LPS, por exemplo, sdo altamente reprodutiveis, permitindo administrar com precisao
a mesma carga de toxina em todos os animais. Mas embora reproduzam algumas
caracteristicas da sepse humana, como a hiporreatividade a vasoconstritores e 0
aumento da producdo de NO, ndo representam um processo infeccioso, sendo
portanto, mais distante da condicdo observada na clinica (BURAS et al., 2005).
Neste sentido, 0 modelo CLP apresenta maior relevancia para a compreensao da
evolucao da doenca comparado a outros modelos de inducao de sepse.

Utilizando um modelo experimental de choque séptico Fernandes et al. (2009)
demonstrou que a inibicdo da guanilato ciclase em momentos tardios melhora a
hemodindmica e reduz a mortalidade. Porém a inibicdo em momentos precoces do
choque séptico aumenta a mortalidade. Estes dados sugerem um papel protetor do
cGMP no momentos iniciais e deletério em momentos tardios (FERNANDES E

ASSREUY, 2008). Cabe salientar que em momentos tardios da sepse ocorre um
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aumento da expressdo da enzima guanilato ciclase com consequente aumento da
producédo de cGMP (FERNANDES et al., 2009; NARDI et al., 2014). O excesso de
cGMP nos momentos tardios contribui para a reducdo na pressao de arterial e para
hiporreatividade a vasoconstritores (FERNANDES et al., 2006, 2009). Porém nos
momentos iniciais do choque a producdo de cGMP ainda se encontra em uma faixa
de concentracdo basal (FERNANDES et al., 2009), e provavelmente a inibicdo da
guanilato ciclase neste momento priva o individuo de um mediador fundamental para
a manutencdo de um tdnus vascular que proporcione uma adequada perfusdo
tecidual. E importante salientar que nos momentos iniciais do choque ocorre uma
intensa ativacado do sistema simpéatico bem como do sistema renina-angiotensina.
Portanto, diante da liberacdo intensa de agentes vasoconstritores, o cGMP pode
desempenhar um papel fundamental para contrabalancear estes agentes evitando
isquemia e dano tecidual.

Enquanto os trabalhos da literatura (GALILI et al, 1997; DEMIRBILEK et al,
2006; FERNANDES et al., 2006, 2009), tem estudado o papel do cGMP através da
inibicdo da enzima responsavel pela sua producado (guanilato ciclase), neste trabalho
optamos por tentar o aumento do niveis de cGMP por inibir uma das enzimas
responsaveis pela sua degradacéo, a fosfodiesterase 5 (PDE5). O Sildenafil € um
inibidor potente e seletivo da PDEDS, responsavel pela modulagdo da atividade do
cGMP, regulando, desta forma, sua degradacéo. Esta droga estimula a via do 6xido
nitrico (NO)-cGMP e, por conseguinte, promove efeitos de relaxamento e
vasodilatacdo (CORBIN et al., 2003; DU PLESSIS; JONGH; FRANKEN, 2004).

O sildenafil foi resultado de um programa que iniciou em 1985 na Sede de
Investigacdo Européia Pfizer em Sandwich, UK, com finalidade de desenvolver um
inibidor de PDES5 para estimular a via NO-GMPc para o tratamento de angina pectoris
em pacientes com doenca arterial coronaria. Esta droga foi patenteada em 1996, e
aprovada para o uso terapéutico na disfuncao erétil em 1998 (BALLARD et al., 1996;
BOOLELL et al., 1996; SCHWARZ et al.,, 2007). Atualmente, esta droga vem
revolucionando o tratamento da hipertensédo pulmonar (ZHAO et al, 2001), mostrou
eficacia contra a disfungdo endotelial em transplantados do coragdo (BREMER et al,
2005), e ha um estudo mostrando efeito protetor na isquemia renal (LLEDO-GARCIA
et al., 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Demirbilek%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16490992
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O sildenafil € um potente inibidor da PDES com alta seletividade (>1000 vezes)
para esta isoenzima humana em comparacdo a PDE2, PDE3 e PDE4, e moderada
seletividade (>80 vezes) sobre a PDE1 (GUPTA et al, 2005).

A PDES é encontrada em uma variedade de tecidos, incluindo a vasculatura
arterial e venosa, células endoteliais, plaquetas, rins, pulmdo, musculo, cérebro,
retina, timo, coracado, figado, esdfago, estbmago, pancreas e intestino delgado
(IMPENS et al, 2011).

A dose de sildenafil foi escolhida com base no estudo de sua farmacocinética
em ratos (SHIN et al, 2006), e em diversos trabalhos que utilizaram a mesma faixa de
dose (CARDICI et al, 2011; MOUSTAFA et al, 2013; GOKAKIN et al, 2013; SHIH et
al, 2013; SAMILLAN et al, 2013).

Estudos sobre farmacocinética indicam que doses orais Unicas (25-100mg) de
sildenafil administradas em jejum a voluntarios sadios do sexo masculino s&o
rapidamente absorvidas, com concentracfes plasmaticas méaximas alcancadas 0,5-2
horas apos sua administracdo e meia vida de eliminacdo (t1/2) de 3-5 horas
LABORATORIOS PFIZER, 1998).

Com base nos resultados dos animais do grupo sham sildenafil (Figura 9,
painéis A-D) observamos que a dose escolhida ndo apresentou efeito téxico nos
animais, pois ndo houve dano hepatico ou renal pelo uso da dose de 10 mg/Kg.

No nosso estudo observamos que os animais CLP apresentaram diversas
caracteristicas encontradas no choque séptico como hipotensao (Figura 7, painéis A-
C), hiporreatividade a vasoconstritores (Figura 8), dano tecidual (Figura 9, painéis B,
C e F) e hipéxia (Figura 9, painel E). Isto indica que o modelo reproduz vérias
caracteristicas da sepse humana. Além disso, foram observados sinais clinicos de
instalacdo de uma resposta inflamatoéria sistémica como piloerecdo, sangramento
ocular, prostracéo e diminuicdo da movimentacgao.

A sepse € uma patologia bastante estudada e o envolvimento do rim nesta
sindrome é consenso geral (THIJS & THIJS, 1998). As altera¢cdes renais que ocorrem
durante a sepse sao decorrentes do processo inflamatorio e das abruptas mudancgas
hemodinamicas. Os danos em varios 6rgaos, como os rins, ainda € uma realidade
com alta incidéncia. Portanto, tais 6érgdos devem ser alvo de estudos com o propasito,
nao s6 de garantir a sobrevivéncia do paciente a sepse, mas também de aumentar a

sua sobrevida e a sua qualidade de vida.
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De acordo com Bonventre & Yang (2011) o mecanismo de isquemia/reperfusao
renal é a principal causa de lesdo renal aguda associada a sepse. A reducéo do fluxo
sanguineo renal e hipoperfusdo resultam em baixas demandas de oxigénio que
induzem a lesdo. A faléncia renal ocorre com o comprometimento da funcionalidade
do 6rgdo, apresentando uma reducdo da excrecdo de produtos nitrogenados do
metabolismo, como a uréia e creatinina por exemplo (PINTO et al., 2012).

Paralelamente a determinacdo da uréia e creatinina sao utlizadas na
diferenciacéo entre azotemia pré-renal e pés-renal. Azotemia pré-renal € causada, por
exemplo, pela desidratacdo, aumento do catabolismo da proteina, tratamento com
cortisol ou diminuicdo da perfuséo renal, e induz ao aumento dos niveis de uréia,
engquanto os valores de creatinina permanecem dentro da faixa de referéncia. Ja a
azotemia pés-renal € causada pela obstrucéo do trato urinario, e os niveis de ambos
uréia e creatinina elevam-se, mas a creatinina em menor extensao. Isso pode explicar
0s niveis aumentados de uréia (Figura 9, painel B) e normais de creatinina (Figura 9,
painel A) nos animais sépticos do nosso estudo, pois na sepse ocorre a diminuicao da
perfusdo renal, que caracteriza uma azotemia pré-renal. O tratamento com sildenafil
nao preveniu 0 aumento da uréia nos animais.

A elevacdo das transaminases é relativamente comum na sepse, podendo ser
resultado de lesdo hepética isquémica ou poOs re-perfusional, de toxicidade
medicamentosa, de inflamacao sistémica ou de acdo patogénica direta do agente
infeccioso, sendo um sinal de sofrimento celular dos hepatdcitos e, em alguns casos,
de disfuncdo mitocondrial (MACRI et al., 2009). A TGP é encontrada praticamente
apenas em células do figado, portanto, é mais especifica do que a enzima TGO, que
pode ser encontrada também em outros 6rgdos do corpo como coragao, pancreas,
além de heméacias e musculos esqueléticos. No nosso estudo observamos o aumento
de TGO (Figura 9, painel C) nos animais CLP, enquanto que os niveis de TGP nao
apresentaram diferencga entre os grupos. De acordo com nossos dados, 0 aumento de
TGO pode indicar principalmente lesdo muscular e cardiaca. O tratamento com

sildenafil ndo preveniu o aumento de TGO nos animais.

Nos animais CLP veiculo do nosso estudo, observamos o aumento da creatina
quinase (Figura 9, painel F). A CK é uma enzima magnésio-ativada da classe das

transferases e desempenha um papel fundamental no metabolismo energético
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principalmente em tecidos como o cérebro, musculo esquelético e coragdo, onde
funciona como uma fonte auxiliar na producdo de ATP celular.

A utilizacédo do oxigénio mitocondrial, a sintese de ATP e o transporte de Ca?*
sao significativamente deprimidos 24h apoOs inducdo da sepse (MELA, 1981). O
aumento da enzima creatina quinase na sepse € uma resposta aguda a septicemia,
um mecanismo de defesa contra a diminuicdo de ATP. O aumento desta enzima
também pode ocorrer em consequéncia da rabdomidlise causada pela sepse. Os
mecanismos propostos de rabdomidlise, devido a sepse sdo (1) invasdo direta do
musculo pelo agente patogénico, (2) geracao de toxinas, (3) toxicidade das células
musculares mediada por citocinas, e (4) isquemia muscular devido ao choque
(KUMAR et al, 2009)

A leséo organica que ocorre na sepse também se faz sentir no miocardio, local
onde a CK também se encontra presente. O aporte diminuido de oxigénio, o NO, as
espécies reativas de oxigénio, derivadas da sintese de NO e da acdo das células
inflamatorias a nivel sistémico, e outros fatores circulantes depressores do miocéardio
(como as citocinas) levam a disfungcdo mitocondrial nos cardiomiécitos, com
diminuicdo da contratilidade e dilatacdo das camaras cardiacas (PRICE et al, 1999;
COURT et al, 2002).

Interessantemente, o tratamento com sildenafil preveniu o aumento da CK
(Figura 9, painel F), provavelmente por evitar a lesdo em 6rgdos como o musculo
esquelético e coracao.

A hipdxia tecidual global que ocorre na sepse grave e choque séptico é
decorréncia da associacdo entre distribuicdo heterogénea do fluxo sanguineo
microvascular, baixo fluxo sistémico (hipoxia isquémica) e faléncia no metabolismo
celular (hipoxia citopatica). Consequentemente, ha anaerobiose e aumento dos niveis
de lactato sérico, sendo este Ultimo decorrente de multiplos fatores. O aumento do
lactato € muito rapido e proporcional ao defeito oxidativo do metabolismo e a
gravidade do choque (MIZOCK; FALK, 1992). Vérios estudos estabeleceram o uso do
lactato como marcador diagndstico, terapéutico e progndstico da hipoxia tecidual
global no choque hipovolémico (NGUYEN et al, 2004). Hiperlactatemia & um marcador
da resposta ao estresse metabolico, sendo sua intensidade e duracao relacionadas

com mortalidade em muitas situacées (REVELLY et al, 2005). Contudo, aumento do
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lactato com mé perfuséo tecidual parece estar associado a piores evoluc¢des (SMITH
et al, 2001).

No nosso estudo, os animais do grupo CLP veiculo tiveram um aumento
significativo nos niveis de lactato (Figura 9, painel E) em relagdo aos animais controle.
Interessantemente, o tratamento com sildenafil preveniu este aumento, ja que o0s
niveis de lactato do grupo CLP sildenafil estdo proximos dos niveis de lactato dos
grupos sham. Este é um dos resultados mais importantes do nosso estudo, ja que o
aumento de lactato em pacientes com sepse esta associado com o aumento da
mortalidade (POEZE et al, 2005; SHAPIRO et al, 2005). A eliminacéo rapida do lactato
esta associada a um melhor resultado no tratamento de pacientes sépticos (NGUYEN
et al, 2004; JONES et al, 2010).

Alguns trabalhos mostram que o Sildenafil é capaz de reduzir o estresse
oxidativo por diminuir eventos inflamatoérios (MUZAFFAR et al, 2005; RODRIGUEZ-
ITURBE et al, 2005). Talvez esta capacidade antioxidante e antiinflamatoria pudesse
ser a resposta dos niveis de CK e lactato ndo se elevarem em animais tratados com
Sildenafil. Por outro lado, em um estudo feito em nosso laboratorio utilizando um
modelo classico de inflamacdo, o edema de pata induzido por carragenina, o
tratamento com Sildenafil ndo reduziu o edema dos animais (dados nao publicados),
indicando que neste caso o Sildenafil ndo estd tendo efeito antiinflamatorio.
Considerando que agentes antioxidantes sdo capazes de reduzir, pelo menos
parcialmente, o edema de pata induzido por carragenina (VIRCHEVA et al, 2012; BAG
et al, 2013; FAIDALLAH et al, 2014), podemos sugerir que estes efeitos de protecéo
tecidual gerada pelo Sildenafil ndo se deve a um efeito antioxidante, mas sim a inibicéo
da fosfodiasterase 5. Ao inibir esta enzima, o Sildenafil permitiu que os niveis de cGMP
se elevassem, causando vasodilatacdo, melhorando o aporte de sangue para 0S

tecidos, reduzindo a hipdxia, evitando a geracédo de lactato e o aumento da CK.

Observando-se a Figura 11, painel A, percebe-se que 0s animais sépticos
apresentam leucopenia. A presenca de leucocitose ou leucopenia é um dos achados
laboratoriais que definem a presenca da sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SIRS) (BONE et al., 1992). A leucopenia que ocorre na sepse € resultado de migracao
macica de leucacitos para o foco infeccioso.

Em relacdo a contagem diferencial dos leucdcitos, os animais sépticos

apresentam aumento da contagem relativa de neutréfilos (Figura 11, painel B) e
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diminuicdo da contagem relativa e absoluta de linfcitos (Figura 11, painéis C e E). A
neutrofilia relativa, observada nos animais sépticos do nosso estudo, é a resposta
usual a uma infeccdo bacteriana e algumas vezes podem ser observadas bactérias
dentro dos neutrofilos. A linfopenia relativa observada € consequéncia da neutrofilia
relativa, ou seja, se ocorre aumento na propor¢cdo de neutréfilos, a propor¢do de
linfocitos sera menor.

Os animais sépticos apresentaram diminuicdo na contagem absoluta de
linfécitos. A linfopenia € um marcador da imunossupressao persistente em pacientes
com sepse. Estudos anteriores demonstraram que uma contagem baixa de linfocitos
absolutos ocorre na sepse pés-operatéria e sdo um melhor preditor de bacteremia do
gue marcadores de infeccdo convencionais em unidades de atendimento de
emergéncia (DREWRY et al, 2014). Estudos com modelos de sepse em animais,
bem como em pacientes que morreram de sepse e faléncia de multiplos 6rgaos
demonstraram que a sepse induz extensa perda de linfocitos por apoptose. Uma vez
gue os linfocitos produzem citocinas pro-inflamatérias e ativam macréfagos, a perda
de linfécitos pode ser benéfico para a sobrevivéncia por diminuir a resposta
inflamatoéria excessiva. Por outro lado, a perda de linfécitos na sepse pode ser
prejudicial, ao alterar a capacidade do sistema imunolégico em combater organismos
patogénicos (HOTCHKISS et al, 2001).

O tratamento com sildenafil parece nédo estar alterando a resposta inflamatoria
sistémica, pois ndo houve diferenca significativa entre o grupo CLP veiculo e CLP
sildenafil (Figura 11).

A contagem de plaquetas se apresentou menor entre 0s animais dos grupos
CLP comparado aos animais dos grupos sham (Figura 10, painel B). A maioria dos
pacientes criticos com resposta inflamatéria sistémica tem distlrbios de coagulacéo,
e a trombocitopenia € a alteracdo mais encontrada como resposta a esse
desequilibrio. A causa principal da trombocitopenia em pacientes sépticos é o
consumo plaguetario, visto que a ativacao do sistema de coagulacéo esta exacerbada,
gerando deposi¢cédo de microtrombos na microcirculagdo sistémica, 0 que consome
grandes quantidades de plaquetas e fatores de coagulacdo (BOECHAT et al, 2012).

Apesar do 6xido nitrico, através de vias cGMP-dependentes, atuar sobre as
plaguetas inibindo adeséo, ativagcdo e agregacao, assim como O recrutamento
plaguetario (BREDT; SNYDER, 1994), o tratamento com sildenafil ndo reverteu o

consumo plaquetario, pois o grupo CLP sildenafil apresenta valores de plaquetas
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similares aos animais do grupo CLP veiculo (Figura 10, painel B). Talvez o uso de
apenas uma dose de sildenafil, como é o caso do nosso estudo, ndo seja capaz de
apresentar efeito sobre as plaquetas.

A contagem de eritrécitos, hematocrito e hemoglobina n&o apresentou
diferenca significativa entre os grupos. O tratamento com sildenafil ndo causou
nenhuma alteragdo nesses parametros (Figura 10, painéis A, C e D).

Foi verificada uma reducéo significativa na pressao arterial média, sistolica e
diastolica nos animais sépticos (Figura 7, painéis A-C). A hipotensdo arterial € o
primeiro critério a ser avaliado na sepse. E definida como presséo sistdlica inferior a
90 mmHg ou pressao arterial média inferior a 70 mmHg ou uma descida na presséo
sistélica habitual superior a 40 mmHg. A vasodilatacdo, a perda de volume
intravascular e a depressdo da funcédo cardiaca verificadas na sepse explicam a
hipotensdo. No entanto, devido a acdo de mecanismos de compensacao simpaticos,
a hipotensédo pode ndo ser documentada numa fase inicial e ja haver sofrimento
organico por hipoperfusao (LEDOUX et al, 2000). Os sinais de hipoperfusdo organica,
juntamente com a saturacdo venosa mista, sdo importantes na avaliacdo do doente
séptico. O tratamento com sildenafil ndo apresentou alteragdo na pressdo dos
animais.

Os animais do grupo CLP veiculo tiveram um aumento da frequéncia cardiaca
em relacdo ao grupo sham veiculo (Figura 7, perfil D). Este resultado ja € esperado,
pois a taquicardia (frequéncia cardiaca superior a 90 bpm) também € um dos achados
laboratoriais que definem a presenca da sindrome da resposta inflamat6ria sistémica
(SIRS) (BONE et al., 1992). O aumento da frequéncia cardiaca na fase inicial da sepse
ocorre devido ao aumento reflexo do trabalho cardiaco em resposta a hipotenséo.
Com o tempo, a resposta inflamatéria vai gerando danos ao coragcdo devido a
isquemia, fazendo com que a atividade cardiaca reduza, agravando ainda mais o
quadro.

A hiporreatividade vascular a agentes vasopressores € definida por uma
diminuicdo do efeito do agente vasopressor quando comparado a resposta normal,
devido a uma falha na constricdo do musculo liso vascular. A hiporreatividade vascular
pode ser observada tanto experimentalmente em oOrgéo isolado, expondo segmentos
dos vasos para agentes vasoconstritores, ou na pratica clinica, estabelecendo curvas
dose-resposta a um agonista alfa-adrenérgico puro tal como a fenilefrina. Neste caso,

a hiporreatividade vascular é definida por um pequeno aumento na pressao arterial
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dos pacientes quando comparada a resposta para uma dose semelhante do agente
vasopressor em voluntarios sadios.

A evidéncia clinica confirmou a hiporeatividade vascular no choque séptico,
uma vez que pacientes sépticos em choque apdés reanimacao volémica permanecem
hipotensos apesar dos niveis endégenos e exdgenos elevados de catecolaminas e
ativacdo maxima do sistema renina-angiotensina. A administracdo de grandes doses
de catecolaminas € necessaria para aumentar a pressao arterial. Num estudo
experimental, Bellissant & Annane (2000) compararam 20 pacientes com choque
séptico com 12 individuos saudaveis. As curvas de dose-resposta a fenilefrina foram
estabelecidas e mostraram uma diminuicdo da resposta a estimulacdo de alfa-
adrenérgicos nos pacientes com choque séptico.

No nosso trabalho, os animais CLP tiveram uma menor resposta ao
vasoconstritor fenilefrina nas doses de 10 e 30 nmol/Kg se comparado com seu
respectivo grupo sham (Figura 8). O tratamento com sildenafil ndo apresentou
melhora na resposta a fenilefrina. Na verdade, o que temos notado em nosso trabalho,
€ que o sildenafil ndo esta alterando o curso da resposta inflamatoria sistémica, nem
as alteracdes tardias causadas por esta resposta, como a hiporreatividade vascular.
O que percebemos € que o sildenafil estd gerando protecdo em alguns tecidos e
orgados nos momentos iniciais da sepse.

Nos ultimos anos, inumeros trabalhos foram publicados demonstrando o
envolvimento de uma elevada producéo de NO durante a sepse. E considerado como
um dos principais fatores envolvidos na vasodilatagdo e no dano tecidual observado
no desenvolvimento desta sindrome (KNOWLES et al., 1992), tanto em animais de
experimentacdo quanto em humanos (TSUNEYOSHI et al., 1996).

Admite-se que a continua e excessiva producdo de NO pela inducéo da iNOS
seja a causa da hipotenséo e da hiporresponsividade a vasoconstritores observada
no choque séptico. Pacientes sépticos apresentam niveis elevados de cGMP, nitrito e
nitrato (metabadlitos do NO) (BEISHUIEN et al., 1999). Isso foi observado no nosso
trabalho, os animais sépticos apresentaram niveis de nitrato e nitrito maiores que os
animais sham (Figura 12). O tratamento com sildenafil ndo preveniu este aumento.
Como ja foi citado, o sildenafil ndo esta prevenindo a resposta inflamatéria sistémica,
mas sim conferindo protecdo em alguns érgaos por aumentar a perfuséo tecidual.

Estudos experimentais evidenciam que, mesmo nha presenca de uma

vasodilatacdo sistémica, existe uma reducdo da resposta vasodilatadora na
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microcirculacdo a diversos estimulos, assim como uma diminuicdo da resposta
vasoconstritora a uma série de drogas vasopressoras. Esta alteracédo constitui a base
para um entendimento das anormalidades fisiopatoldgicas que caracterizam a sepse
grave (KNOBEL, 1996).

Na sepse, acredita-se que apesar de uma acentuada vasodilatagéo sistémica
com reduzida resposta a estimulos vasoconstritores, existe em termos de
microcirculacdo, focos de vasoconstricdo inapropriada, levando a hipdxia regional,
mesmo na presenca da referida vasodilatacdo sistémica e de hipotensdo (KNOBEL,
1996).

Alguns vasoconstritores potentes, como a endotelina, ou fator de ativagao
plaquetéaria estdo presentes e aumentados na sepse. O que se observa, portanto, €
uma situacdo onde existe interacdo entre vasodilatacdo sistémica e vasoconstricao
regional, acarretando hipoperfusao tecidual (AKAMINE et al, 1994).

Ao observarmos os resultados do nosso estudo percebemos que o tratamento
com sildenafil melhorou um dos aspectos mais criticos durante os primeiros momentos
de instalacdo da sepse, que € hipoperfusdo tecidual e organica, que pode estar
ocorrendo antes mesmo da hipotensédo ser documentada (LEDOUX et al, 2000). O
sildenafil, por melhorar a perfusao tecidual e organica, impediu a geracéo de lactato e
o aumento da CK, mostrando protecdo em 6rgdos como 0 coragdo e musculo

esquelético.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho nos permitem concluir que:

- O modelo CLP, utilizado neste estudo para inducdo da sepse nos animais,
reproduziu os sinais clinicos de instalacdo de uma resposta inflamatoéria sistémica
como piloerecédo, sangramento ocular, prostracao e diminuicdo da movimentacéo; e
também as caracteristicas da sepse em humanos, como hipotenséo, hipoperfusdo e
hiporreatividade a vasoconstritores;

- O Sildenafil, por impedir o aumento de creatina quinase (CK) nos animais,

pode estar protegendo érgados como o cora¢do e musculo esquelético;

- O Sildenafil impediu a geracdo de lactato, que é o principal marcador de

hipoxia tecidual.

Sendo assim, inibidores das fosfodiasterases, como o Sildenafil, podem ser
ferramentas terapéuticas Uteis para o tratamento da sepse, desde que administrados

na correta janela de oportunidade.
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