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RESUMO

A sepse caracteriza-se por um quadro de disfungcdo mdltipla orgénica causada por
uma resposta imunoldgica desregulada frente a uma infeccdo, associada a alta
incidéncia e taxa de mortalidade. O avanco em novas abordagens terapéuticas
permanece ainda um desafio devido a complexidade da sindrome. Estudos
demonstram que embora deletério em fase tardia da sindrome, a producéo basal do
oxido nitrico (NO) no inicio da sepse apresenta um papel protetor de controle
hemodindmico e de perfusdo aos tecidos. Os efeitos do NO, em destaque a
vasodilatacdo sdo mediados pelo nucleotideo ciclico cGMP que juntamente com o
CAMP controla diversas respostas e sinalizagdes celulares. As fosfodiesterases
(PDEs) atuam na inativacédo de nucleotideos ciclicos, controlando assim a sinalizacao
celular mediada por esses segundos mensageiros, sendo, portanto alvo de possiveis
abordagens farmacolégicas na sepse. O presente estudo avaliou o efeito do
tratamento com cilostazol, um inibidor de PDE3, que controla a sinalizagéo pelo cAMP
e cGMP no inicio da sepse. Ratos Wistar machos foram submetidos ao procedimento
de ligacao e perfuracdo cecal (CLP) ou a falsa cirurgia (Sham). Seis horas apés o
procedimento os animais receberam cilostazol (15 mg/kg, por via oral) ou veiculo (6leo
de amendoim, 1 mL/kg, por via oral). Apos 24 horas, 0s animais submetidos ao
procedimento cirdrgico de CLP reproduziram as caracteristicas cardiovasculares da
sepse como hipotenséo, hiporreatividade a vasoconstritores, taquicardia, diminuicéo
no fluxo sanguineo renal (FSR), além das manifestacdes inflamatdrias como o
aumento na producdo de NO, aumento na atividade de mieloperoxidase (MPO) em
tecidos e alteracBes histopatologicas. O tratamento com cilostazol melhorou a
reatividade vascular a vasoconstritores, observada in vivo e em anel de aorta isolado,
além de restaurar a resposta na frequéncia cardiaca nos animais sépticos. Houve
melhora na perfusdo tecidual observado pelo aumento de FSR basal nos animais
sépticos, demonstrando uma melhora hemodinamica, além de o tratamento prevenir
hemoconcentracdo nos animais sépticos. A migracdo de neutrofilos para o pulméao
também foi reduzida com o tratamento comprovada pela analise de MPO e
histopatologia, evidenciando melhora em reposta inflamatéria tecidual. O tratamento
com cilostazol ainda preveniu a elevacao de lactato nos animais sépticos, sendo este
um importante marcador de perfuséo tecidual. Os resultados demonstram que 0 uso
de inibidores de PDEs como o cilostazol, pode representar uma importante ferramenta
farmacoldgica no tratamento da sepse, desde que administrados no correto do
desenvolvimento da sindrome.

Palavras-chave: Choque séptico. Inibidores de fosfodiesterase. cAMP e cGMP.
Disfuncao multipla organica.



ABSTRACT

Sepsis is characterized by a multiple organ dysfunction caused by an unregulated
immune response to infection, associated with high incidence and mortality rate.
Advancing new therapeutic approaches remains a challenge because of the
complexity of the syndrome. Studies show that, although deleterious in the late phase
of the syndrome, the basal production of nitric oxide (NO) in the early sepsis presents
a protective role of hemodynamic control and perfusion to the tissues. The effects of
NO, in particular, vasodilation are mediated by the cGMP nucleotide which together
with cAMP controls various cellular responses and signaling. Phosphodiesterases
(PDEs) act in the inactivation of cyclic nucleotides, thus controlling the cellular
signaling mediated by these second messengers, being, therefore, the target of
possible pharmacological approaches in sepsis. The present study evaluated the effect
of treatment with cilostazol, a PDE3 inhibitor, which controls cAMP and cGMP signaling
in the early sepsis. Male Wistar rats were submitted to cecal ligation and puncture
(CLP) or false surgery (Sham). Six hours after the procedure the animals received
cilostazol (15 mg/kg, gavage) or vehicle (peanut oil, 1 mL/kg, gavage). After 24 hours,
the animals submitted to the CLP surgical procedure reproduced the cardiovascular
characteristics of sepsis, such as hypotension, hyporesponsiveness to
vasoconstrictors, tachycardia, decreased renal blood flow (RBF), and inflammatory
manifestations such as increased NO production, myeloperoxidase (MPO) activity in
tissues and histopathological changes. The treatment with cilostazol improved
vascular reactivity to vasoconstrictors, observed in vivo and in isolated aortic rings, and
restored heart rate response in the septic animals. There was an improvement in the
tissue perfusion observed by the increase of basal RBF in the septic animals,
demonstrating a hemodynamic improvement, besides the treatment to prevent
hemoconcentration in the septic animals. The neutrophil recruitment to the lung was
also reduced with the treatment proven by MPO analysis and histopathology,
evidencing an improvement in inflammatory tissue response. The treatment with
cilostazol also prevented lactate elevation in septic animals, is this an important marker
of tissue perfusion. The results demonstrate that the use of inhibitors of PDEs such as
cilostazol may represent an important pharmacological strategy in the treatment of
sepsis if administered at the right moment during the syndrome development.

Keywords: Septic shock. Phosphodiesterase inhibitors. cAMP and cGMP. Multiple
organic dysfunction.
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1 INTRODUCAO

A palavra sepse origina-se do grego e significa putrefagcdo. Poemas de Homero
(700 a.C.) ja faziam citacbes ao termo sepse e Hipocrates o descreveu como sendo
um perigoso e odorifero comprometimento biolégico que poderia ocorrer no organismo
(FUNK; PARRILLO; KUMAR, 2009).

As definicbes de sepse foram sendo atualizadas ao longo do tempo. Por muitos
anos esforcos foram feitos na tentativa de caracterizar o paciente com infeccao grave,
porém a nao uniformidade nesses critérios limitavam a assisténcia em saude e
também avangos na pesquisa por limitar avaliacbes de eficacia de abordagens
terapéuticas e comparacao entre diferentes estudos.

Pela necessidade de padronizacao nos critérios diagnosticos de sepse, no ano
de 1991, durante a reunido de consenso da American College of Chest Physicians e
da Society of Critical Care Medicine, a sepse foi definida como sendo uma resposta
inflamatoria sistémica associada a um quadro infeccioso. Nesse consenso ainda
surgiram as diferentes denominacdes de sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SIRS, do inglés, Systemic Inflammatory Response Syndrome), sepse, sepse grave e
choque séptico (BONE et al., 1992; ABRAHAM et al., 2000). Essas definicdes apesar
de limitadas foram utilizadas por muitos anos, porém a diferenciacéo entre SIRS e
sepse na clinica nem sempre se mostrava clara pela dificuldade em se identificar o
foco infeccioso. Outra fragilidade nesses critérios diagnésticos era a alta sensibilidade
e baixa especificidade na classificacao e diagnostico dos pacientes.

No ano de 2001 ocorreu novamente uma reunido das mesmas sociedades com
0 intuito de tornar mais claras e especificas essas definicdes, além de acrescentar na
avaliacao sinais e sintomas que sao comumente encontrados nos pacientes sépticos
(edema, balanco hidrico positivo e hiperglicemia). Assim a avaliacdo dos pacientes
passou a levar em consideracao, variaveis gerais, inflamatérias, hemodinamicas, de

disfuncéo organica e de perfusao tecidual (LEVY et al., 2001).

Recentemente, no ano de 2016 ocorreu a ultima atualizacdo nos critérios
diagnosticos de sepse e choque séptico pelos esforcos da Society of Critical Care
Medicine e European Society of Intensive Care Medicine. A sepse passou a ser
definida como um quadro de disfuncéo organica potencialmente fatal causada por
uma resposta imunoldgica desregulada associada a uma infec¢éo e o choque séptico,

sendo o quadro de sepse acompanhado por grandes anormalidades circulatérias e
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celulares/metabolicas que sdo capazes de aumentar substancialmente a mortalidade

(SINGER et al., 2016). A tabela 1 apresenta de forma resumida as alteracdes nas

definicdes de sepse e sindromes relacionadas.

Tabela 1 — DefinigGes prévias e recentemente atualizadas sobre sepse e sindromes relacionadas

CATEGORIA

DEFINICAO

DEFINICOES PREVIAS
SIRS (Sindrome da

Resposta Inflamatoria
Sistémica)

Sepse

Sepse grave

Choque séptico

Dois dos critérios a seguir:
e Temperatura> 38 °C ou< 36 °C
e Frequéncia cardiaca > 90 bpm
e Frequéncia respiratéria > 20 rpm ou PaCO, < 32 mmHg
e Contagem de leucécitos > 12x10%/uL ou < 4x10%uL ou >
10% DNND

SIRS com infeccéo (suspeita ou confirmada)
Sepse com evidéncia de disfungdo organica aguda (hipotenséo,
acidose latica, reduzido débito, reduzida PaO,/FIO,, aumento de

creatinina ou bilirrubina e trombocitopenia

Sepse com persisténcia de hipotensdo apdés reanimacéo
volémica

DEFINICOES REVISADAS

Sepse

Choque séptico

Disfuncdo organica com risco de vida causada por resposta
imune desregulada frente a uma infecgéo

Sepse + necessidade de vasopressor para elevar a presséo
arterial média acima de 65 mmHg e lactato > 2 mmol/L (18
mg/dL) apds reanimacao volémica

Fonte: Adaptada de Gotts; Matthay. 2016.
Sepse e choque séptico sdo identificados por pontuagéo nos escore qSOFA e SOFA.
Pa02, presséo parcial de oxigénio; FIO2, fraco inspirada de oxigénio; bpm, batimentos por
minuto; DNND, desvio nuclear de neutréfilos a direita.

De acordo com as novas atualizacdes, o quadro de sepse € identificado pelo

aumento agudo de dois ou mais pontos no escore SOFA (do inglés, Sequential Organ

Failure Assessment) (SINGER et al., 2016). A utilizacdo desse escore, embora muito

adequada, apresenta como limitacdo a exigéncia de alguns exames complementares.

Pela exigéncia de analises laboratoriais que podem retardar o diagndstico e

ainda escassos recursos financeiros por parte de alguns paises, desenvolveu-se 0

escore qSOFA (do inglés, quick Sequential Organ Failure Assessment), que permite

uma triagem rapida dos pacientes com risco de desenvolverem sepse, tornando-se
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assim muito atil & beira do leito. No escore gSOFA séo utilizados 3 critérios: pressao

arterial sistolica menor que 100 mmHg, frequéncia respiratoria maior que 22/min e

alteracdo do nivel de consciéncia (Escala de coma de Glasgow < 15). Cada critério

conta um ponto, e ocorrendo uma pontuacéo de 2 ou mais indica-se o0 uso do escore
SOFA para avaliacédo do paciente (SINGER et al., 2016) (Tabela 2).

Tabela 2 — Critérios utilizados no escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment)

ESCORE
SISTEMA 0 1 2 3 4
Respiratdrio
PaO/FIO2, mmHg 2400 <400 <300 <200 <100
(KPa)
Coagulacéao
Plaquetas, x10%uL 2150 <150 <100 <50 <20
Figado
Bilirrubina, mg/dL <1.2 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 >12.0
(umol/L)
Cardiovascular MAP MAP  Dopamina <5 Dopamina5.1- Dopamina >15
270 <70 ou 1.5 ou fenilefrina  ou fenilefrina
mmHg mmHg  dobutamina <0.1 ou 20.1 ou
qualquer noradrenalina noradrenalina
dose? <0.12 =20.12
Sistema nervoso
Central
Escala de coma de 15 13-14 10-12 6-9 <6
Glasgow®
Renal
Creatinina, mg/dL <1.2 1.2-1.9 2.0-3.4 3.5-4.9 >5.0
(umol/L)
Débito urinario, <500 <200

mL/d

Fonte: Adaptada de Singer et al., 2016.
Pa02, presséo parcial de oxigénio; FIO2, frac&o inspirada de oxigénio; Sa0O2, saturacao arterial
de oxigénio; MAP, presséao arterial média.
a Doses de catecolaminas dadas em pg/Kg/min por no minimo 1 h.
b Escala de coma de Glasgow: pontuacdo de 3 a 15; alta pontuagdo indica melhor fungéo

neurolégica.
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A taxa de incidéncia e prevaléncia de sepse no mundo é elevada, apresentando
crescimento na populacdo ao longo das ultimas décadas. Atualmente representa a
segunda causa de morte em unidades de tratamento intensivo (UTIs) né&o
cardiologicas em todo o mundo e a taxa de mortalidade se associa a disfungdo multipla
organica comum no choque séptico. Dados sobre mortalidade ocasionada por sepse
ao redor do mundo variam bastante, em média de 29 a 60% em diferentes paises
(MARTIN et al., 2003; DOMBROVSKIY et al., 2007; LAGU et al., 2012; ANGUS; VON
DER POLL, 2013).

No ano de 2000, uma pesquisa realizada nos EUA apontou que no pais, por
ano, havia 650 mil novos casos de sepse, tendo uma mortalidade de 18% (ANGUS et
al., 2001). Mais recentemente outros dados apontaram que a incidéncia de sepse em
pacientes hospitalizados mais que dobrou na ultima década no pais. No ano de 2000
a 2008 o numero de pacientes internados com diagnostico de sepse aumentou de
11,6 para 24,0 para cada 10.000 habitantes nos EUA (HALL et al., 2011).

O tempo de permanéncia em UTIs de pacientes com diagnéstico de sepse €
sempre maior se comparado a outros diagnosticos, além do custo do tratamento que
€ bastante oneroso ao redor do mundo. Nos EUA, por exemplo, em 2008 estima-se
gue o custo anual de internamento e tratamento desses pacientes tenha sido de US$
14,6 bilh6es. Mesmo com um alto custo, o tratamento atual ndo apresenta henhuma
nova abordagem terapéutica, baseando-se assim as intervencdes em terapia de
suporte hemodinamico, utilizacdo de antimicrobianos e quando possivel remocéo
cirirgica do foco infeccioso (ANGUS, 2011). Os cuidados com a sepse se mostram
ainda mais complexos uma vez que 0s pacientes sobreviventes de quadros mais
graves da sindrome permanecem muito propensos a desenvolverem sérios problemas
de saude em longo prazo (IWASHYNA et al., 2010).

Existe uma clara desigualdade de informacfes sobre sepse no mundo, por
exemplo, poucos sdo os dados sobre a epidemiologia ou tendéncias relacionadas a
sindrome em paises em desenvolvimento (TANIGUCHI et al., 2014).

Taniguchi et al. (2014) desenvolveram um trabalho de levantamento de dados
sobre a sepse no Brasil de 2002 a 2010. Foram avaliados dados de desfecho clinico
a partir do registro nacional de mortalidade. O resultado encontrado mostrou que o
namero de mortes ocasionadas por sepse cresceu durante todo o periodo avaliado,

passando de 9,77% para 16,46%. Em um estudo anterior, avaliando-se UTIs de
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hospitais publicos brasileiros, identificou-se que dentre a totalidade de pacientes
admitidos nas unidades, 47% apresentavam sepse (KAUSS et al., 2010).

A sepse apresenta uma fisiopatologia bastante complexa. Logo apés a infeccao
o sistema imunologico é ativado pelas células do sistema imune inato que reconhecem
0 patogeno através de padrdes moleculares associados ao patdégeno (PAMPs, do
inglés, Pathogen-Associated Molecular Patterns) e esse reconhecimento ocorre
através de receptores de reconhecimento de patdégenos (PRRs, do inglés, Pattern
Recognition Receptors) (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

O processo infeccioso pode ser causado por virus, fungos, parasitas, porém
comumente sdo causados por bactérias, tendo em vista a grande capacidade
intrinseca de estimular o sistema imunoldgico do hospedeiro (LEVY et al., 2003).
Dentre os principais componentes bacterianos capazes de desencadear 0 processo
inflamatorio na sepse como peptideoglicanos, acido lipoteicoico, flagelina, destaca-se
o lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana externa de bactérias Gram-
negativas (COHEN, 2002). O LPS € reconhecido pelas células do hospedeiro atraves
de sua ligacdo a proteina ligante de LPS (LBP, do inglés, LPS-Binding Protein) junto
ao co-receptor CD14 que permite o reconhecimento pelo complexo de receptor do tipo
Toll (TLR-4, do inglés, Toll Like receptor-4) e proteina MD-2. Entretanto o
reconhecimento do LPS pode ainda ocorrer através de outras moléculas de superficie,
como o MSR (do inglés, Macrophage Scavenger Receptor), CD11b/CD1 e canais
idnicos (COHEN, 2002).

Em muitos casos, a resposta imune inata elimina o patégeno invasor, porém o
micro-organismo pode prevalecer e assim a resposta imune tornar-se desequilibrada
e prejudicial. E comum que os pacientes admitidos com sepse em hospitais
apresentem quebra da homeostase em duas direcdes opostas, apresentando sinais
excessivos de inflamacéo e supressao imune. A extensdo desse perfil varia de acordo
com a resposta imunoldgica em cada paciente (VAN DER POLL et al., 2017) (Figura
1).

Durante o quadro clinico da sepse, ocorre um aumento na producao de Oxido
nitrico (NO, do inglés, Nitric Oxide) que é um importante mediador desempenhando
um papel central na fisiopatologia da doenca, sendo um dos principais fatores

envolvidos na vasodilatacédo e dano tecidual observado na sindrome.
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Figura 1 — Diferentes mecanismos envolvidos na resposta imune do hospedeiro durante a sepse
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Fonte: Adaptada de van der Poll et al., 2017.

Apos a infecgdo, o patdgeno invasor encontra o sistema imune inato do hospedeiro. Células
imunes estdo envolvidas na resposta imune local precoce a agentes patogénicos. Essas células
detectam agentes patogénicos ao PAMPs através de receptores TLRs, NLR, RLRs e CLRs. Na
maioria dos casos, o sistema imunolégico inato é eficiente na montagem de uma resposta
protetora e equilibrada as infecgdes, o que resulta na eliminacdo do patégeno. No entanto,
durante algumas infec¢des, o patdgeno prevalece e consegue se multiplicar apesar de uma
resposta imune ativada, que entéo se torna desequilibrada e prejudicial para o hospedeiro.
PAMPs, padrées moleculares associados aos patdégenos; TLRs, receptores tipo Toll; NLR,
receptores semelhantes a dominio de oligomerizacdo de ligacdo a nucleétidos; RLRs,
receptores de genes semelhantes induziveis ao 4cido retindico; CLRs, receptores de lectina de
tipo C; DAMPs, padrdes moleculares associados a danos; DCs, células dendriticas e MDSC,
células supressoras derivadas de mieloides.

O NO é produzido através da oxidagcao de sua molécula precursora L-arginina
em L-citrulina pela 6xido nitrico sintase (NOS, do inglés, Nitric Oxide Sintase). Existem
trés diferentes isoformas de NOS, 6xido nitrico sintase 1 (NOS-1), éxido nitrico sintase
3 (NOS-3), ambas sendo expressas em condic¢des fisioldgicas, além da oxido nitrico

sintase 2 (NOS-2) cuja expresséao esta aumentada em condi¢des patologicas. Existem
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ainda diferencas na distribuicdo tecidual e na atividade dessas enzimas, NOS-1 e
NOS-3 apresentam uma producao constante, porém baixa de NO, enquanto NOS-2
quando aumentada sua expressdo mantém uma elevada e longa producdo de NO
gerando hipotensao, hiporreatividade a vasoconstritores, comprometimento na funcao
miocardica, entre outros efeitos deletérios (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1989;
FORSTERMANN; BOISSEL; KLEINERT, 1998). Atualmente, ja se sabe que existe o
envolvimento das demais isoformas de NOS na sepse, podendo elas atuar em
conjunto levando ao aumento da expresséo de NOS-2 (SCHESCHOWITSCH et al.,
2015). Porém ainda é aceito que a grande maioria do NO produzido na sindrome
séptica seja mesmo decorrente da atividade de NOS-2 (DUMA et al., 2011; NARDI et
al., 2014).

A partir da clara associagao entre aumento na producéo de NO e a patogénese
observada na sepse, foi proposta a utilizacdo de inibidores de NOS como ferramenta
terapéutica. Porém, ainda ndo se tem um completo entendimento das vias de
sinalizagdo operadas pelo NO. Devemos ainda lembrar que o NO apresenta
importantes a¢gfes na defesa contra micro-organismos e had uma auséncia de
seletividade dos inibidores de NOS testados até o momento. Tudo isso pode justificar
um estudo de Fase Il com um inibidor de NOS na sepse humana que foi interrompido
por acarretar em aumento da mortalidade (LOPEZ et al., 2004).

O NO pode atuar em diferentes alvos, isso depende muito da sua concentracao
e do local de sua producdo, porém um dos seus principais efeitos biologicos é
estimular guanilato ciclase soltvel (sGC, do inglés, soluble Guanylate Cyclase) a
produzir guanosina 3'5- monofosfato ciclico (cGMP) (HUSSAIN; HOBBS;
MACALLISTER, 1999).

O cGMP por sua vez ativa proteina quinase G (PKG, do inglés, Protein Kinase
G). As acles de PKG incluem reducéao no célcio citosdlico por aumento de exportacdo
e diminuicdo na sua mobilizacdo por inositol trifosfato (IP3), defosforilagdo da cadeia
leve da miosina (MLC, do inglés, Myosin Light Chain) por fosfatases ou preservagao
na fosforilagdo da miosina quinase de cadeia leve (MLCK, do inglés, Myosin Light
Chain Kinase). A fosforilagdo da miosina impede a interagdo com a actina, assim
ocorre relaxamento muscular, consequentemente gerando vasodilatagéo e permitindo
o controle sobre o tonus vascular (DENNINGER; MARLETTA, 1999).

Aléem da PKG o cGMP pode atuar sobre canais i6nicos e fosfodiesterases de

nucleotideos ciclicos (PDEs, do inglés, Phosphodiesterases). O cGMP é inativado a
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5-GMP por PDEs, da mesma forma outra importante molécula a adenosina 3,5’
monofosfato ciclico (CAMP) é inativada a 5’-AMP pela atividade dessas enzimas.

Os segundos mensageiros cCAMP e cGMP medeiam a resposta das células
para varios hormoénios e neurotransmissores e modulam muitos processos
fisioldgicos, incluindo contracéo cardiaca e de musculatura lisa, acdo de horménios
esteroidais, agregacao plaquetaria, apoptose, migracao de leucocitos, entre outros
efeitos (HOUSLAY, 1998; O'NEILL et al. 2008; ZACCOLO; MOVSESIAN 2007).

A sinalizagéo do cAMP e cGMP in vivo envolve trés tipos de alvos conhecidos:
ciclases, PDEs e proteinas quinases dependentes de nucleotideos ciclicos
(HENGMING; HUANCHEN; MENGCHUN, 2011).

Atualmente tem-se estudado bastante o papel do cCAMP na barreira endotelial
e em geral tem sido demonstrado que cAMP melhora a funcédo da barreira endotelial
diminuindo a permeabilidade em experimentos in vitro e in vivo. A barreira endotelial
atua como uma barreira fisica entre o sangue circulante e a parede dos vasos e
tecidos (MEHTA; MALIK, 2006). O cGMP também atua na estabilizacdo endotelial,
porém seu papel ndo esta tdo claro. Por mediar os efeitos do NO, diversas pesquisas
demonstraram em experimentos in vivo e in vitro resultados opostos, ocorrendo
aumento e diminuicdo na permeabilidade vascular (para revisdo ver
SURAPISITCHAT; BEAVO, 2011).

A estabilizacao endotelial promovida pelo cAMP ocorre basicamente por duas
vias. A primeira envolve proteina quinase A (PKA, do inglés, Protein Kinase A) e a
fosforilacdo de seus substratos, MLCK, proteinas quinase 1 e 2 reguladas por sinal
extracelular (ERK1 e 2, do inglés, Extracellular signal-regulated protein kinases 1 and
2) e RhoA GTPase. J4 a segunda via é PKA independente, ocorrendo a ligacéo direta
do cAMP a proteina Epac e ambas as vias ativando Rac 1 que é crucial para a
estabilizacdo das juncdes VE-caderina entre as células endoteliais (CURRY;
ADAMSON, 2013; SCHLEGEL; WASCHKE, 2014).

As funcbes da barreira endotelial podem ser afetadas por varias condicbes
patolégicas, como acidente vascular cerebral, ma formacéo de vasos, aterosclerose,
formacdo de tumor e em destaque inflamacdo aguda e a resposta inflamatoria na
sepse (DEJANA et al.,, 2009). Em condi¢gbes inflamatoérias, o colapso na barreira
endotelial € predominantemente causado pela abertura de juncdes paracelulares

entre as ceélulas endoteliais na regido de vénulas pods-capilares, com formacéo de
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edema em tecido subcutaneo e cavidades (MEHTA; MALIK 2006; LEE; SLUTSKY
2010; GOLDENBERG et al., 2011) (Figura 2).

Figura 2 — Controle do cAMP sobre a estabilizacdo da barreira endotelial
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Fonte: Adaptada de Schlegel; Waschke, 2014.

A atividade de Rac 1 é crucial para os mediadores envolvidos na regulacdo da barreira
endotelial em condi¢cdes normais e na inflamacgéo. A regulagdo da barreira endotelial ocorre
predominantemente em nivel de vénulas pds-capilares. Mediadores inflamatérios como
lipopolissacarideo (LPS), fator de necrose tumoral a (TNF-a) ou trombina causam a abertura
das juncdes intercelulares. Varios mediadores estabilizam a barreira endotelial através de
mecanismos dependentes de cAMP. Prostaglandinas, peptideo natriurético atrial (ANP) ou
agonista de receptor  através de seus receptores aumentam os niveis de cAMP nas células
endoteliais. O cAMP promove ativacdo de Rac1/Cdc42 via GEFs Tiaml e Vav2 através de PKA
e Epacl/Rapl. De forma similar, angiopoetina 1 (Angl), fator de crescimento de hepatdcitos
(HGF) e esfingosina -1-fosfato (S1P) através de seus receptores, da mesma forma OxPAPC
causa ativacdo de Rac 1, um processo envolvendo AKT e IQGAPL. Assim, o nivel de Rac 1 e
a sinalizacao pelo cAMP se convergem sinalizando fortalecimento na barreira endotelial. O
rompimento na barreira endotelial por mediadores inflamatérios como LPS, TNF-a, ou trombina,
assim como pela perda na estimulagéo 3 adrenérgica e Ang 2 é mediado pela redugédo do cAMP
e atividade de Rac 1.
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A superfamilia de PDEs que atua na inativacéo e controle de CAMP e cGMP é
extremamente complexa, compreendendo atualmente 12 familias distintas. Dentro de
algumas familias existem ainda diferentes isoformas dessas enzimas. Pela
importancia da sinalizagdo controlada pela atividade de PDEs, existem inibidores
farmacoldgicos, alguns deles sendo utilizados na clinica para o tratamento de
diferentes condi¢Bes patologicas. Os inibidores de PDEs aumentam o0s niveis de
cAMP e cGMP de acordo com a seletividade pelo substrato da PDE que tem sua
atividade bloqueada (BENDER; BEAVO, 2006; CONTI; BEAVO 2007; KOHNO;
YAMAGUCHI; HAKOSHIMA, 2010; POULSEN et al., 2012; MAURICE et al., 2014)
(Tabela 3).

Tabela 3 — Familia das diferentes fosfodiesterases

(continua)
PDE Isoformas  Substrato Distribuicéo Funcdes Inibidores
tecidual
PDE1 PDE1A, CcAMP, Cérebro, coragéo, Perda de memoéria  Vinpocetina
PDE1Be CGMP figado, musculo e olfato Nicardipina
vascular e visceral 8-MeOM-
PDE1C IBMX
Nimodipina
PDE2 PDE2A cAMP, Coracdo, cérebro, Producéo de EHNA
cGMP musculo esquelético  adrenocorticoides,
e visceral, corpo olfato e perda de
cavernoso e cortex memoria
adrenal
PDE3 PDE3Ae CcAMP, Corpo cavernoso, Contratilidade Lixazinona
PDE3B cGMP coracgdo, cérebro, miocérdica, Cilostamida
musculo vascular e secrecao de Milrinona
visceral, plaguetas, insulina, lipdlise, Cilostazol
figado, rim e tecido gliconeogénese, Dihydro-
adiposo agregacéao pyridazinona
plaguetaria
PDE4 PDE4A, cAMP Cérebro, testiculos, Inflamacéo, tdnus Rolipram
PDE4B, leucdcitos, masculo do musculo Denbufyllina
PDE4C e esquelético, visceral  vascular e visceral,  Cilomilast
PDE4D e vascular depresséao e Roflumilast
reproducéo
PDE5 PDESA cGMP Corpo cavernoso, Erecdo, agregacdo  Sildenafil
plaguetas, musculo plaguetéria e tbnus  Zaprinast
visceral e vascular, muscular Dipiridamol
ouvido, placenta, Ariflo
pancreas, cérebro, Vardenafil
figado, pulméo e Tadalafil
retina
PDE6 PDEGA, cGMP Retina Transducéo de Zaprinast
PDEG6B e sinal na viséo Dipiridamol
PDEGC Vardenafil

Tadalafil
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(concluséo)

PDE Isoformas Substrato Distribuicéo Funcdes Inibidores
tecidual
PDE7 PDE7A e cAMP Mdusculo esquelético, Ativacao de Dipiridamol
PDE7B coracao e linfocitos linfocitos T e Thiadiazol
musculo
esquelético
PDES8 PDE8A e cAMP Testiculos, ovarios e  Ativacéo de Dipiridamol
PDESB intestino linfécitos T
PDE9 PDE9A cGMP Baco, intestino Déficit de meméria, Zaprinast
delgado e cérebro morte de céluas
tumorais
PDE10 PDE10A cAMP, Cérebro, testiculos, Transducgédo de Dipiridamol
cGMP glandula tireoide sinal da dopamina Papaverina
PDE11 PDE 11 CAMP, Musculo esquelético, Motilidade de Tadalafil
cGMP coracdo, musculo espermatozoides, Zaprinast
vascular e visceral, fertilidade, Dipiridamol
glandula pituitaria, depressao
testiculos, figado e
rins
PDE12 PDE 12 cAMP Mitocbndrias Turnoverde RNA -

mitocondrial

Fonte: Adaptada de Boswell-Smith; Spina; Page, 2009; Ghosh et al., 2009; Poulsen et al., 2012;
Maurice et al., 2014; Moustafa; Feldman, 2014.

As PDEs geralmente estdo expressas em baixa concentracdo nas células, mas
podem ser altamente expressas em determinados tecidos ou regides de células para
a regulacdo de fatores fisiologicos ou efeitos especificos através da regulacdo da
concentragédo intracelular de cAMP e cGMP (CASTRO et al., 2006; HOUSLAY, 2010;
AHMAD; DEGERMAN; MANGANIELLO, 2012).

A maioria das células contém mdltiplas PDEs que apresentam sobreposicéo de
especificidade e afinidade para cAMP e cGMP. No entanto, até onde se sabe, parece
claro que, embora possa haver algum grau de redundancia na funcdo, cada PDE
fornece controle regulatério importante de um nucleotideo ciclico em uma determinada
célula ou regido de uma célula (FRANCIS; HOUSLAY; CONTI, 2011).

Evidenciando a importancia da sinalizacdo operada por nucleotideos ciclicos,
foi demonstrado atravées de um modelo de endotoxemia induzido por LPS que a
atividade de sGC esta comprometida hos momentos iniciais da sindrome, afetando
assim a produgcdo de cGMP (FERNANDES et al., 2006). Na sequéncia em outro
trabalho foi demonstrado de forma clara que a inibicéo na atividade de sGC no inicio
da sepse, com consequente diminuicdo do cGMP foi deletéria e culminou no aumento
da mortalidade observada nos animais. Isso demonstra que o cGMP no inicio da
por melhorar aspectos hemodinamicos

sepse apresenta um papel protetor,
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(FERNANDES et al., 2009). Esses achados suportam a proposta de que a utilizacéo
de ferramentas farmacoldgicas que controlam a sinalizacdo operada por cGMP e/ou
cAMP, por exemplo, através do uso de inibidores de PDEs no inicio da sepse podem
refletir em uma melhora hemodinamica, prevenindo o desenvolvimento de disfungéo
organica e trazendo ganhos na fase tardia da sindrome.

O cilostazol € um inibidor seletivo de PDES3 sintetizado no ano 1983, no Japéo,
sendo desde seu langamento um farmaco referéncia para o tratamento da claudicacéo
intermitente, que é a principal manifestacdo da doenca arterial obstrutiva periférica
(HONG; MACKEY, 2014). Existem duas isoformas de PDE3, PDE3A e PDE3B em
diferentes tecidos, sendo PDE3A mais abundante em plaquetas, vias aéreas, musculo
liso vascular e nos tecidos cardiovasculares, enquanto PDE3B esta relativamente
mais expressa em tecidos que sdo importantes na regulacdo do metabolismo
energético, incluindo figado, células B pancreaticas e tecidos adiposos (SHAKUR et
al., 2000). A existéncia das diferentes isoformas, entretanto ndo afeta a inibicdo pelo
cilostazol, porém os mecanismos exatos envolvendo todos os efeitos do farmaco nao
foram completamente esclarecidos.

Sabe-se que o cilostazol apresenta multiplos efeitos, alguns deles mediados
pela inibicdo de PDE3, enquanto outros sao causados por diferentes mecanismos. Os
efeitos antiplaquetéarios e vasodilatador do farmaco ocorrem pela inibicdo de PDE3 e
elevacao na concentracdo de nucleotideos ciclicos. Entre outros efeitos ja descritos
estdo inibicdo da captacdo de adenosina, que possui varias atividades biolégicas que
sdo mediadas pela ativacdo de receptores de adenosina acoplados a proteina G;
aumento na liberacdo de prostaglandinas (PGE1 e PGI2) pelas células endoteliais, que
promovem aumento de cAMP ao se ligarem a receptores acoplados a proteina G,
favorecendo vasodilatacdo; e estudos ainda tem demonstrado a habilidade do
cilostazol em aumentar a liberacdo de NO pelas células endoteliais (IGAWA et al.,
1990; NAKAMURA et al., 2001; GOTO, 2005; MANICKAVASAGAM et al., 2007; ITO
et al., 2010) (Figura 3).

O cilostazol € bem absorvido apds administracdo oral, ocorrendo o pico de
concentracdo plasmética entre 2 a 4 horas apds administracdo. Apresenta alta taxa
de ligacdo a proteinas plasmaticas, principalmente albumina, porém a
biodisponibilidade absoluta ndo é conhecida. O metabolismo ocorre extensivamente
via citocromo P 450 (CYP), principalmente CYP3A4 (PARK et al., 2011). A eliminagéo

do cilostazol e seus metabdlitos ocorrem majoritariamente através da excrecédo renal,
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com 20% aproximadamente de excrecdo nas fezes. O farmaco apresenta uma meia
vida de eliminacdo entre 11 e 13 horas, sendo clinicamente administrada uma nova

dose a cada 12 horas para o tratamento da claudicagao intermitente (SCHROR, 2002).

Figura 3 — Efeitos PDE3 dependentes e independentes do cilostazol

Zona em isquemia Isquemia

a)

CLZ
/q) o \ Y cGMP

S-AMP - Antiplaquetario
- Relaxamento de VSMCs
- Citoprotecao

Fonte: Adaptada de Liu; Shakur; Kambayashi, 2011.

Acdes independentes de PDE pelo cilostazol em zona isquémica (a) e ag6es relacionadas a
inibicdo de PDE3 em células afetadas, como células musculares lisas vasculares (VSMCs),
plaquetas e endotélio (b). Em uma regido isquémica com ma perfusdo sanguinea, o cilostazol
pode aumentar a adenosina extracelular (Ado), prostaglandinas (PG) E1 e 12 e a concentracéo
de 6xido nitrico (NO) (a). Ao ativar receptores de Ado (A2A) e de prostaglandinas, ocorre
ativacdo de adenilato ciclase (AC) que aumenta cAMP, que pode ainda sofrer maior um
aumento pela inibicdo da PDE3. O NO estimula guanilato ciclase soluvel (sGC) em que gera o
cGMP. O cAMP e o cGMP apresentam efeitos antiagregante nas plaguetas, promovem a
vasodilatacéo e possuem propriedades citoprotetoras. Esses efeitos provavelmente funcionam
em conjunto para produzir os beneficios clinicos observados com o uso do cilostazol.
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Em termos hemodinamicos e cardiovasculares a sepse se divide em duas fases
distintas. A primeira fase € a hiperdinamica, com diminui¢cdo da resisténcia vascular
periférica e aumento no débito cardiaco. J& a segunda fase é a hipodinamica, com
queda no débito cardiaco, aumento da resisténcia vascular periférica e diminuigdo no
fluxo sanguineo (FLYNN; MANI; MATHER, 2010).

Logo nos estagios iniciais da sepse ocorre uma intensa estimulacéo do sistema
nervoso simpatico com aumento na liberacéo de catecolaminas, além de estimulagéo
do sistema renina-angiotensina (MADDENS; SOWERS, 1987). Isso ocorre como uma
resposta adaptativa inicial frente a liberacdo de NO, visando manutencdo da
homeostase, através de aumento na frequéncia cardiaca, volume e na pressao arterial
média, buscando-se um balanco na inflamacédo e perfusao tecidual, porém ao longo
do tempo essa liberacdo elevada e sustentada de catecolaminas gera desequilibrio
nesta funcao regulatéria e piora a disfuncdo multipla organica (DE MONTMOLLIN et
al., 2009). Tardiamente o quadro de hiporreatividade observada na sepse néo se
aplica a todos os leitos vasculares, o leito renal, por exemplo, apresenta preservada
resposta vasoconstritora como demonstrado em modelo experimental de
endotoxemia, 0 que agrava ainda mais a disfuncéo organica nesse 6rgédo (GUARIDO
et al.,, 2014). Levando-se em consideracdo as duas fases distintas da sepse, ha
indicios que a instauracdo de tratamento ainda na fase hiperdindmica aumenta a
chance de recuperacdo do paciente, podendo prevenir o desenvolvimento da
disfuncéo organica tardia.

Diante de todas essas caracteristicas uma boa abordagem terapéutica pode
ser o aumento dos niveis de nucleotideos ciclicos (CAMP e cGMP) nos momentos
iniciais da sepse, visando diminuicdo na vasoconstricdo, resisténcia vascular,
isquemia e assim melhorar perfusdo microvascular tecidual. A fisiopatologia da
disfuncéo organica durante o choque séptico € multifatorial e ainda ndo totalmente
compreendida. Porém dando suporte a essa proposta ha uma crescente apreciacao
da importancia da faléncia microcirculatéria no desenvolvimento dos quadros de
lesGes organicas, sendo a disfungéo microvascular um importante preditor clinico de
mortalidade em pacientes com sepse (TRZECIAK et al., 2007; DE BACKER et al.,
2013).

Recentemente, foi demonstrado que o uso de sildenafil, um inibidor seletivo de
PDE5 no inicio da sepse melhorou aspectos hemodinamicos comprovados por

aumento no fluxo sanguineo renal e reducdo em marcadores de lesdo e inflamacao
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tecidual (KOVALSKI et al., 2017). E outro trabalho demonstrou que o cilostazol foi
capaz de diminuir a producéo de citocinas pro-inflamatdrias e marcadores de dano
tecidual em um modelo de endotoxemia (PARK et al., 2010).

De acordo com os achados na literatura e da complexidade na abordagem
terapéutica da sepse, o0 proposito deste trabalho foi avaliar o efeito do cilostazol na
sepse, através de aspectos cardiovasculares, hemodinamicos, inflamatérios e de

disfuncao organica.
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2 HIPOTESE

O aumento dos niveis de cAMP e cGMP pelo uso do cilostazol, um inibidor de
fosfodiesterase 3, no inicio da sepse, apresenta um papel protetor em aspectos
hemodinamicos, inflamatoérios ou prevencdo do desenvolvimento de lesdo multipla

organica observada em fase tardia da sepse?
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do cilostazol sobre as alterac6es vasculares e danos teciduais

induzidos por um modelo de sepse por ligacéo e perfuracéo cecal (CLP) em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Padronizar o modelo de sepse induzida por ligacdo e perfuracdo cecal (CLP, do
inglés, Cecal Ligation and Puncture) em ratos;

II. Avaliar o efeito do cilostazol sobre as alteracbes hemodinamicas em animais
sépticos;

[ll. Avaliar o efeito do cilostazol na reatividade vascular em animais sépticos;

IV. Avaliar o efeito do cilostazol sobre as altera¢des bioquimicas e hematoldgicas em
animais sépticos;

V. Avaliar histopatologicamente o efeito do cilostazol sobre os danos teciduais em

animais septicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar machos, de 2 a 3 meses de idade,
pesando entre 200-300 g, fornecidos pelo Biotério da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura de 22 + 2
°C e ciclo de claro/escuro (12/12h), controlados automaticamente. Os animais tiveram
livre acesso a alimentacdo e agua até o momento do experimento. Todos 0s
procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA/UEPG) sob o processo de numero 006/2017 e os animais foram
manipulados conforme as 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).

4.2 COMPOSTOS E REAGENTES UTILIZADOS

As seguintes substancias foram utilizadas nesse estudo: Cilostazol (IPCA
Laboratories Limited, Mumbai, India); fenilefrina, angiotensina Il, acetilcolina,
nitroprussiato de sédio e isoprenalina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA);
cloridrato de cetamina e xilazina (Syntec do Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil); heparina
sédica (Cristalia Produtos Farmacéuticos, Sao Paulo, SP, Brasil); reativo de Bradford
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA); brometo de hexadeciltrimetilaménio,
tampao fosfato de sddio, tetrametilbenzidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
EUA); acido acético glacial, alcool etilico absoluto e formaldeido (Labsynth, Diadema,
SP, Brasil); peroxido de hidrogénio 10V (Rioquimica Ltda, Sdo José do Rio Preto, SP,

Brasil).

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

A inducdo de sepse foi através do modelo de ligadura e perfuracédo do ceco
(CLP, do inglés, Cecal Ligation and Puncture) descrito inicialmente por Baker et al.

(1983) e Wichtermann et al. (1980). Esse modelo foi escolhido pelo fato de se
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assemelhar bastante ao quadro de sepse em humanos, decorrente de traumas com
perfuracdes das alcas intestinais, colite ou ainda peritonite pés-operatoria.

Para realizagdo do procedimento, os ratos foram anestesiados com uma
solugcdo anestésica composta por cetamina (75 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg)
administrada por via intraperitoneal (i.p.). Na sequéncia, realizou-se a tricotomia de
pelos na regiao abdominal nos animais, sendo estes posicionados em mesa cirdrgica.
Realizou-se antissepsia local com &lcool 70°GL e em seguida os animais foram
submetidos a uma laparotomia com inciséo longitudinal de aproximadamente 1 cm e
subsequente exposicdo do ceco. Realizou-se uma semi-oclusdo do mesmo com fio
de seda, proxima a valvula ileocecal. O ceco foi perfurado uma vez com agulha estéril
18G (40 x 1.2) na sequéncia comprimido objetivando o extravasamento do conteddo
fecal.

Na sequéncia, o ceco foi recolocado na cavidade peritoneal, sendo musculatura
e pele suturadas com fio de seda e a regido abdominal antissepsiada com alcool
70°GL. Ao término, procedeu-se a reposicdo fluidica nos animais com solucdo
fisiolégica (5 mL/ 100g) por via subcutanea (s.c.) como descrito por Rittirsch et al.
(2009).

Em relacdo aos cuidados de pds-operatorio, os animais foram mantidos em
uma caixa sobre manta de aquecimento para o completo retorno da anestesia, o qual
levou em média entre 60 a 120 min. O grupo controle foi composto por animais Sham
ou “falso” operados. Estes foram submetidos aos mesmos procedimentos cirdrgicos
gue os animais CLP, ndo sendo submetidos somente a etapa de semi-oclusdo e
perfuracéo do ceco.

A instalacdo do quadro de sepse nos animais submetidos a cirurgia de CLP
pbde ser observada pela instalacdo de alguns sinais clinicos decorrentes de uma
resposta inflamatéria sistémica como piloerecdo, tremores, sangramento ocular,

prostracdo, atonia muscular e ainda diminuicdo da movimentacao.
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Figura 4 — Representacédo esquematica do modelo de inducéo de sepse por ligacéo e perfuracdo do
ceco (CLP)
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Fonte: Adaptada de Buras; Holzmann; Sitkovsky, 2005.

4.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES E REATIVIDADE
VASCULAR

4.4.1 Avaliacdo da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca Por Método Invasivo

em Animais Anestesiados

Os animais foram anestesiados com uma solugdo anestésica composta por
quetamina (75 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) por via intramuscular (i.m.). Uma vez
anestesiados, os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa
cirrgica aquecida (temperatura entre 35-36 °C). Apos localizagdo e isolamento da

veia jugular, foi inserido de uma cénula de polietileno (PE 50) e seringa. O objetivo
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desse acesso venoso foi a administracdo de fenilefrina, angitensina Il, acetilcolina,
nitroprussiato de sédio e isoprenalina. Na sequéncia, a artéria carotida esquerda foi
localizada, e de forma rapida e cuidadosa separada do nervo vago e tecidos
adjacentes. Foi inserido um cateter de polietileno (Angiocath® numero 19),
devidamente heparinizado, sendo este amarrado com linha cirdrgica na artéria e
conectado a um transdutor de presséao acoplado ao PowerLab 8/30 (AD Instruments
Pty Ltd., Castle Hill, Australia). O local da inciséo cirdrgica foi coberto com uma gaze
embebida com solucéo salina estéril. Os valores de pressao arterial média, sistdlica e
diastolica (em mmHg) e da frequéncia cardiaca (em batimentos por minuto, bpm)
foram registrados em um computador por um software de integragdo (LabChartPro7®).
Apo6s um periodo de 30 minutos de estabilizacdo avaliou-se a reatividade vascular
para fenilefrina (3; 10 e 30 nmol/kg), angiotensina Il (3; 10 e 30 pmol/kg), acetilcolina
(0,1; 1 e 10 nmol/kg), nitroprussiato de sodio (3; 10 e 30 nmol/kg) e isoprenalina (0,1;
0,3; 1 e 3 nmol/kg). Ao término do experimento os animais foram mortos por
sobredosagem anestésica.

Os resultados da reatividade vascular foram avaliados através da variagdo na
pressdo arterial média, duracdo da resposta e area sob a curva resultante da

amplitude e duracéo da resposta como demonstrado na Figura 5.

Figura 5 — Registro tipico do vasodilatador nitroprussiato de sddio na pressao arterial média
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Fonte: O autor.
Variacdo na presséo arterial média (A), tempo de resposta (B) e area sob a curva da resposta

(©).
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4.4.2 Avaliacédo do Fluxo Sanguineo Renal

Concomitantemente ao procedimento de avaliacado da presséao arterial, o fluxo
sanguineo renal (FSR) foi avaliado através de uma incisao unilateral no abdémen dos
animais, em que o intestino foi movido permitindo a localizacdo do rim esquerdo do
animal logo abaixo do baco.

Na sequéncia, uma probe laser (modelo VP1) conectado ao laser Doppler de
monitoramento de fluxo sanguineo (moorVMS-LDF2, Moor Instruments, Inglaterra) foi
cuidadosamente colocado diretamente sobre o rim. A probe foi mantida nessa posi¢cao
e a incisao cirargica foi coberta com uma gaze embebida com solucdo salina esteéril.
O FSR foi registrado usando o software moorVMS-PC V2.0 (Moor Instruments,
Inglaterra). Ao término do experimento os animais foram sacrificados por
sobredosagem anestésica.

Os resultados do fluxo sanguineo renal foram avaliados através da variagao no
fluxo sanguineo renal, duracdo da resposta e area sob a curva resultante da amplitude

e duracéo da resposta como demonstrado na Figura 6.

Figura 6 — Registro tipico do vasoconstritor angiotensina Il no fluxo sanguineo renal
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Fonte: O autor.
Variacédo no fluxo sanguineo renal (A), tempo de resposta (B) e area sob a curva da resposta
(©).
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Figura 7 — Representacdo esquematica da avaliacdo dos parametros cardiovasculares e fluxo

sanguineo renal em animais anestesiados
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4.4.3 Avaliacdo da Reatividade Vascular de Aorta em Sistema de Orgéo Isolado

Os animais foram receberam heparina (200 UI/Kg i.p.) e ap6s 10 minutos
anestesiados com uma solucdo anestésica composta por quetamina (75 mg/kg) e
xilazina (15 mg/kg) por via i.p.. Os animais foram mortos por decaptacdo em guilhotina,
posicionados em decubito dorsal para abertura do térax e a aorta toracica foi
cuidadosamente removida e colocada em placa de petri contendo solugéo nutritiva de
Krebs (em mM, NaCl, 118; KCI, 4,6; MgS0a4.7H20, 1,2; KH2PO4, 1,2; NaHCOs, 25;
CeH1206, 11,1 e CaClz, 25) para a retirada visual do tecido perivascular e sec¢cao em
anéis de 3 a 4 mm de comprimento. Duas hastes metalicas foram inseridas na luz do
vaso, sendo, em seguida transferidos para cubas de vidro do sistema de banho de
orgaos isolados (AVS projetos, Belo Horizonte-MG, Brasil). Uma haste permaneceu
fixa nas cubas enquanto a outra foi conectada a um transdutor de tenséo isométrica

acoplado ao sistema de aquisi¢ao de dados PowerLab 8/30 (AD Instruments Pty Ltd.,
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Castle Hill, Australia) e registrados em um computador por um software de integracao
(LabChartPro8®). A tensdo basal utilizada foi de 1 g durante todo o protocolo
experimental, sendo os anéis mantidos em solucdo nutritiva a 37 °C, pH 7,4 e com
mistura carbogénica (95% O:2 e 5% CO2) borbulhada constantemente.

Aposs 60 minutos de estabilizacdo, os anéis foram contraidos duas vezes como
cloreto de potassio (KCl) 60 mM para avaliar a viabilidade do tecido, sendo que a
ultima contracao foi utilizada como referéncia para as curvas realizadas na sequéncia.
Os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina (10-°M) e relaxados com acetilcolina
(10-°M) para avaliar-se a integridade endotelial, onde se considerou endotélio integro
guando acetilcolina promoveu um relaxamento de no minimo 80% da pré-contracéo
da fenilefrina. Somente os anéis com integridade endotelial foram utilizados no
experimento. Foram realizadas curvas de contracdo concentragdo resposta para
fenilefrina (10° a 3x10° M) e KCI (10 a 90 mM).

Figura 8 — Representagdo esquematica da avaliagdo da reatividade vascular de anel de aorta em
sistema de 6rgao isolado
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4.5 DETERMINACOES BIOQUIMICAS

Ao término da avaliacdo dos parametros cardiovasculares os animais foram
sacrificados e realizou-se a coleta de sangue através de acesso feito na artéria
cardtida. Foram determinados os niveis de nitrato e nitrito (NOXx), aspartato

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e lactato.

4.5.1 Nitrato e Nitrito (NOx) Plasmético

Os niveis de NO plasmético foram quantificados indiretamente através da
determinacdo de nitrato e nitrito (NOx), utilizando o reagente de Griess (1% de
sulfanilamida em 10% de &cido fosférico/0,1% de alfa-naftil-etilenodiamina em agua
de Milli-Q), como descrito por Granger et al. (1990). O plasma foi diluido na proporcao
de 1:1 em agua de Milli-Q e desproteinizado pela adicdo de sulfato de zinco 2% (1 h
em banho de gelo). As amostras foram incubadas a 37 °C durante 2 horas, em
presenca de nitrato redutase expressa em Escherichia coli cultivada em anaerobiose
para promover a conversao enzimatica do nitrato em nitrito. Apos a incubacao, as
amostras foram centrifugadas para a remogao da bactéria, na sequéncia 100 uL do
sobrenadante foram misturados com o mesmo volume de reagente de Griess em
placa de 96 pocos, produzindo coloracao lilas. A leitura foi realizada em 540 nm em
multileitora de microplacas (SpectraMax Paradigm, Molecular Devices, CA, EUA).
Curvas-padrao de nitrito e nitrato (0 a 150 uM) foram realizadas simultaneamente.
Como nestas condicdes a conversao de nitrato para nitrito foi sempre maior que 90%,
ndo foram realizadas correcdes dos resultados. Os valores plasmaticos foram

calculados por meio de regresséo linear e expressos como puM de NOXx.

4.5.2 Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT)

AST e ALT plasmaticas foram determinadas através de kits comercialmente
disponiveis (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) seguindo as instru¢fes do fabricante.
As leituras foram realizadas em 505 nm em multileitora de microplacas (SpectraMax
Paradigm, Molecular Devices, CA, EUA). Os resultados foram calculados através de

curva de calibracéo e expressos em U/L.
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4.5.3 Ureia

Ureia plasmatica foi determinada através de kit comercialmente disponivel
(Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) seguindo as instru¢des do fabricante. A leitura foi
realizada em 600 nm em multileitora de microplacas (SpectraMax Paradigm,
Molecular Devices, CA, EUA). Os resultados foram calculados através de fator de

calibragcédo e expressos em mg/dL.

45.4 Lactato

Lactato plasmatico foi determinado através de kit comercialmente disponivel
(Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) seguindo as instru¢des do fabricante. A leitura foi
realizada em 340 nm em multileitora de microplacas (SpectraMax Paradigm,
Molecular Devices, CA, EUA). Os resultados foram calculados através de fator de

calibragcédo e expressos em UJ/L.

4.6 DETERMINACAO DE GLICEMIA

A glicose foi eletroquimicamente determinada através de um glicosimetro para
monitoramento de glicemia Accu-Chek® Active (Roche, Alemanha). Para a
determinacao foi utilizada uma gota de sangue obtida da cauda dos animais. Os

resultados de glicemia foram obtidos em mg/dL.

4.7 CONTAGENS HEMATOLOGICAS

As contagens de global de eritrcitos, hematécrito, hemoglobina, plaquetas,
contagem global e diferencial de leucocitos em amostras de sangue total foram feitas

em contador hematoldgico automatizado (Horiba Abx Micros 60, Shandong, China).

4.8 DETERMINACAO DE ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO) NO
PULMAO E RIM

Pulm&o e rim foram homogeneizados em solucdo de tampéo fosfato de sodio

(20 mM; pH 7,4) no gelo. O homogenato resultante foi centrifugado (13.000 g, 10 min,
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4 °C) e o sobrenadante descartado. O pellet formado foi entdo ressuspenso em
tampao fosfato 50 mM (pH 6,0), contendo brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB;
0,5 %, p/v). As amostras foram novamente centrifugadas (13.000 g, 10 min, 4 °C) e
agora o sobrenadante foi utilizado para o ensaio de determinagéo da atividade da
enzima MPO. Para o ensaio enzimatico foi utilizada uma aliquota de 30 pL do
sobrenadante. A reacdo enzimatica foi desenvolvida na presenca de
tetrametilbenzidina (TMB; 1,6 mM) e H202 0,3 mM (em solugéo tampé&o fosfato 80 mM;
pH 5,4). A placa foi incubada por 2 minutos a 37 °C na prépria leitora, realizando-se
uma leitura a cada 2 minutos (5 leituras). A absorbéancia foi medida no leitor de placas
a 650 nm (Ultra microplate reader EL 808, BiotTek Instruments, Winooski, VT, EUA).
A quantidade de proteina total foi estimada pelo método de Bradford (Bradford, 1976)
e os valores foram apresentados na forma de unidades de densidade 6ptica (D.O.)/mg

de proteina.

4.9 ANALISE HISTOPATOLOGICA ATRAVES DE ESCORE

Ao término da avaliacdo dos parametros cardiovasculares, os animais foram
mortos e perfundidos com solucédo salina (NaCl 0,9% a 4 °C) por 3 minutos. Na
sequéncia foram coletados rim, coracdo e pulmao para andlise histopatolégica. Os
orgaos foram fixados em solucdo de ALFAC (etanol 80%, formaldeido 40% e &cido
acético glacial na proporcdo de 17:2:1, respectivamente) por 16h a temperatura
ambiente e na sequéncia a solucéo foi substituida por alcool etilico 70%. Os 6rgaos
foram desidratados em alcool etilico, incluidos em parafina e seccionados em
micrétomo rotativo (Leica RM 2255, Alemanha) com 5 ym de espessura. Os cortes
foram corados com hematoxilina-eosina (HE) em sistema automatizado de coloragéao
(Leica Autostainer XL, Alemanha), analisados em microscopio invertido (Olympus
IX83, Japado) em objetivas de 10x, 20x e 40x. Os cortes foram fotografados com
camera de 17 mpixel (Olympus DP73, Japao) através do programa de captura de
imagens CellSens Dimension 1.12 (Olympus, Japao). Foram analisados 3 cortes
histol6gicos de cada animal, havendo 5 animais para cada grupo experimental.

As fotomicrografias do pulmé&o foram analisadas através de escore por dois
pesquisadores e de forma semi-quantitativa baseando-se no grau e extensédo da
inflamagé&o no tecido, utilizando-se aumento de 200x. O escore de avaliag&o utilizado

esta representado na tabela 4.
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Tabela 4 — Escore semi-quantitativo para avaliacdo de alteracdes no pulmao associado ao modelo de
CLP utilizado, em aumento de 200x

ESCORE EXTENSAO DA LESAO

0 Auséncia de inflamacéo ou apenas presenca de células inflamatérias ao

redor de pequenos vasos

1 Inflamacdao leve (presenga de infiltrado inflamatério em até 25% da area total
do corte)
2 Inflamacdo moderada (presenca de infiltrado inflamatério em mais de 25% ou

até 50% da area total do corte)
3 Inflamacéo severa (presenca de infiltrado inflamatério em mais de 50% ou até
75% da area total do corte)
4 Extensa inflamacao (presenca de infiltrado inflamatério na totalidade da area

do corte)

Fonte: Adaptada de Beck et al., 2001.

4.10 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram randomicamente submetidos ao procedimento de CLP ou ao
falso procedimento. Seis horas ap6s o procedimento os animais foram novamente
randomizados para receber cilostazol (15 mg/kg, v.0.) ou veiculo (6leo de amendoim,
1 mL/kg, v.0.). Portanto, o protocolo apresenta 4 grupos distintos:

e Sham veiculo

e Sham cilostazol
e CLP veiculo

e CLP cilostazol

Foram utilizados 10 animais por grupo para andlise de atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) e determinacao de nitrato e nitrito (NOx); 8 animais por grupo
para analise dos parametros cardiovasculares, AST, ALT, ureia, lactato, analise
hematoldgica e glicemia; e 5 animais por grupo para analise histopatolégica.

A dose do cilostazol foi escolhida de acordo com calculo de conversao de dose
de humanos para ratos (REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008), bem como
baseado em trabalhos na literatura que utilizaram ratos e camundongos
(ABDELSAMEEA et al., 2016; PARK et al., 2010).

Os animais foram constantemente monitorados para avaliar os sinais clinicos
de instalacdo do quadro séptico e mortalidade. Apos 24 horas da cirurgia, foram

avaliados os parametros cardiovasculares, em seguida o sangue foi coletado, por fim
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os animais foram sacrificados e os tecidos coletados para demais analises, como

mostrado na Figura 9.

Figura 9 - Representacdo esquematica do procedimento experimental geral

Pressdo  arterial sanguinea, fluxo
sanguineo renal, sistema de drgéo
isolado, NOx, AST, ALT, ureia, lactato,
} hemograma, leucograma, contagem de
I plaguetas, mieloperoxidase e
I histopatologia .

Cilostazol 15 mg/ Kg
ou dleo de
amendoim 1 mL/Kg

CLP ou sham

| | |

0 B 12 24 Horas
Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia

Fonte: O autor.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como + 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 post-hoc de Bonferroni. Quando necessario os resultados
foram transformados em logaritmos para alcancarem normalidade e homogeneidade
de variancia, verificados pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett respectivamente.

Na analise histologica do pulméo, cada amostra foi representada por um ponto
e a linha horizontal representa a mediana. A andlise estatistica foi realizada pelo teste
de Kruskal-Wallis seguido pelo post-hoc de Dunn. Valores de p< 0,05 foram
considerados significativos. Todos os testes estatisticos foram realizados com o
software estatistico GraphPad Prism (versdo 5.01, San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS CARDIOVASCULARES E REATIVIDADE VASCULAR

Vinte e quatro horas apés o procedimento cirdrgico, os animais dos grupos CLP
apresentaram reducdo nos valores da pressédo arterial média (PAM, em mmHg),
sistélica (PAS) e diastolica (PAD) quando comparados aos animais dos grupos Sham
como mostrado na Figura 10 (painéis A-C). Por outro lado, houve aumento na
frequéncia cardiaca (FC, em bpm) nos animais dos grupos CLP quando comparado
aos animais dos grupos Sham (painel D). O tratamento com cilostazol n&o preveniu a
reducdo na PAM, PAS, PAD e o aumento na FC nos animais dos grupos CLP (painéis
A-D).
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Figura 10 — Efeito do procedimento cirargico (CLP) e do tratamento com cilostazol em parametros

cardiovasculares
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Realizou-se o procedimento CLP (do inglés, Cecal ligation and puncture) para indu¢do de sepse nos
animais dos grupos CLP e a falsa-cirurgia nos animais dos grupos Sham. Apds 6 horas da cirurgia os
animais receberam veiculo (6leo de amendoim, 1 mL/Kg) ou cilostazol (15 mg/Kg) por gavagem. Vinte
quatro horas ap6és o procedimento, os animais foram preparados para o registro da presséao arterial e
do fluxo sanguineo renal. Ap6s um periodo de estabilizagdo de 30 minutos foram avaliados pressao
arterial média (painel A), pressao arterial sistélica (painel B), pressao arterial diastélica (painel C) e
frequéncia cardiaca (painel D). As barras representam a média e as linhas acima o erro padrdo da
média de 8 animais. ***p< 0,001 (ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni).
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A resposta pressorica induzida por diferentes agentes vasoativos foi avaliada
através da variacdo na pressao arterial média (PAM, em mmHg), tempo de resposta
(em segundos) e area sob a curva (ASC, em UA).

Observamos na Figura 11, que os animais dos grupos CLP apresentaram um
comprometimento na resposta vasoconstritora promovida por fenilefrina e
angiotensina Il. Ocorreu uma diminuicao significativa na variacdo, area sob a curva e
tempo de resposta na PAM nos animais dos grupos CLP quando comparados aos
animais dos grupos Sham (painéis A-F). O tratamento com cilostazol promoveu um
aumento significativo na variacdo da PAM em resposta a angiotensina Il (painel D) e
no tempo de vasoconstricdo para fenilefrina e angiotensina Il nos animais dos grupos
CLP (painéis C e F).

Na Figura 12, observamos que os animais dos grupos CLP apresentaram um
comprometimento nas respostas vasodilatadoras promovidas por acetilcolina,
nitroprussiato de sodio e isoprenalina. Os animais dos grupos CLP apresentaram uma
reducdo significativa na variagdo e area sob a curva da resposta na PAM quando
comparados aos animais dos grupos Sham (painéis A, B, D, E, G e H). Os animais do
grupo CLP veiculo apresentaram um reducdo significativa no tempo de resposta
promovido por acetilcolina na maior dose quando comparados aos animais do grupo
Sham veiculo (painel C).

A Figura 13 demonstra a variacdo da resposta obtida na FC frente aos
vasoconstritores e vasodilatadores (painéis A-E). Podemos observar uma baixa
variacdo promovida por fenilefrina, angiotensina Il, acetilcolina e nitroprussiato de
sédio; e uma alta variacdo em resposta a isoprenalina (painéis A-E). Ao analisarmos
a resposta da acetilcolina, os animais do grupo CLP veiculo apresentaram uma
reducao significativa na variacdo da FC quando comparados aos animais dos grupos
Sham (painel C) e o tratamento com cilostazol ndo alterou o resultado nos diferentes
grupos. Na resposta promovida pela isoprenalina, os animais dos grupos CLP veiculo
apresentaram nas maiores doses uma reducao significativa na variacdo da FC quando
comparados aos animais dos grupos Sham, e o tratamento com cilostazol aumentou

de forma significativa a variagdo na FC nesses animais (painel E).
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Figura 11 — Efeito do procedimento cirargico (CLP) e do tratamento com cilostazol na variacdo da

presséo arterial média, area sob a curva e tempo de resposta apés administragédo de vasoconstritores
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A reatividade vascular para vasoconstritores foi realizada 24 horas ap0s a cirurgia de CLP e Sham,
através da variagdo na pressao arterial média (painéis A e D), area sob a curva da resposta (painéis B
e E) e tempo de vasoconstricao (painéis C e F). As barras representam a média e as linhas acima o
erro padrdo da média de 8 animais. *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001 (ANOVA de duas vias seguida
pelo post hoc de Bonferroni).
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Figura 12 — Efeito do procedimento cirargico (CLP) e do tratamento com cilostazol na variacdo da

presséo arterial média, area sob a curva e tempo de resposta apés administracéo de vasodilatadores
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A reatividade vascular para vasodilatadores foi realizada 24 horas ap6s a cirurgia de CLP e Sham,
através da variacdo na pressao arterial média (painéis A, D e G), area sob a curva da resposta (painéis
B, E e H) e tempo de vasodilatacao (painéis C, F e ). As barras representam a média e as linhas acima
o0 erro padrao da média de 8 animais. *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001 (ANOVA de duas vias seguida
pelo post hoc de Bonferroni).
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Figura 13 — Efeito do procedimento cirargico (CLP) e do tratamento com cilostazol na variacdo da

frequéncia cardiaca e area sob a curva apés administracéo de vasoconstritores e vasodilatadores
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A variacao na frequéncia cardiaca foi realizada 24 horas ap0s a cirurgia de CLP e Sham, avaliando-se
fenilefrina (painel A), angiotensina Il (painel B), acetilcolina (painel C), nitroprussiato de sédio (painel
D) e isoprenalina (painel E) a fim de obter a variagdo na frequéncia cardiaca. As barras representam a
média e as linhas acima o erro padrao da média de 8 animais. *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001 (ANOVA
de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni).
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5.2 FLUXO SANGUINEO RENAL

O choque séptico se caracteriza por um quadro de hipotensédo néo responsiva
ao aporte volémico ou a administracdo de vasopressores, gerando hipoperfusao
tecidual e consequente lesdo multipla organica.

Diante da importancia de se avaliar a perfusdo sanguinea na sepse, a Figura
14 apresenta o fluxo sanguineo renal (FSR, em unidades de perfuséo - PU, do inglés,
Perfusion units) nos animais. Observamos que os animais dos grupos CLP
apresentaram reducdo no FSR basal quando comparados aos animais dos grupos
Sham e o tratamento com cilostazol promoveu aumento no FSR nos animais dos
grupos CLP.

A Figura 15 apresenta a variacdo, area sob a curva e tempo de resposta no
fluxo sanguineo renal (FSR) aos vasoconstritores sistémicos fenilefrina e angiotensina
Il (painéis A-F). Podemos observar que os animais dos grupos CLP apresentaram
uma reducao significativa na variacao e area sob a curva da resposta no FSR quando
comparados aos animais dos grupos Sham (painéis A, B, D e E). O tempo de resposta
nao mostrou alteracao pelo procedimento cirargico (painéis C e F). O tratamento com
cilostazol ndo alterou os resultados nos diferentes grupos.

A Figura 16 apresenta a variagdo, area sob a curva e tempo de resposta no
FSR aos vasodilatadores sistémicos acetilcolina, nitroprussiato de soédio e
isoprenalina (painéis A-1). Os animais dos grupos CLP apresentaram uma diminui¢do
significativa na variacao e area sob a curva da resposta no FSR quando comparados
aos animais dos grupos Sham. A &rea sob a curva da resposta no FSR para
isoprenalina ndo apresentou diferencas entre os diferentes grupos (painel H). O tempo
de resposta ndo mostrou muita diferenca em funcdo do procedimento, porém o
tratamento com cilostazol aumentou o tempo de resposta obtida para acetilcolina
(painel C). O tratamento com cilostazol ndo alterou os demais resultados nos

diferentes grupos.



52

Figura 14 — Efeito do procedimento cirdrgico (CLP) e do tratamento com cilostazol no fluxo sanguineo

renal
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O fluxo sanguineo renal basal foi analisado 24 horas apds a cirurgia de CLP e Sham. As barras
representam a média e as linhas acima o erro padrdo da média de 8 animais. *p< 0,05; **p< 0,001
(ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni).
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Figura 15 — Efeito do procedimento cirargico (CLP) e do tratamento com cilostazol na variacéo do fluxo
sanguineo renal, area sob a curva e tempo de resposta apds administracdo de vasoconstritores

sistémicos
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O fluxo sanguineo renal foi analisado 24 horas apds a cirurgia de CLP e Sham, apés administragdo de
vasoconstritores, através da variacéo no fluxo sanguineo renal (painéis A e D), area sob a curva da
resposta (painéis B e E) e tempo de resposta (painéis C e F). As barras representam a média e as
linhas acima o erro padrdo da média de 8 animais. *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001 (ANOVA de duas
vias seguida pelo post hoc de Bonferroni).
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Figura 16 — Efeito do procedimento cirargico (CLP) e do tratamento com cilostazol na variacédo do fluxo

sanguineo renal, area sob a curva e tempo de resposta apos administracdo de vasodilatadores

sistémicos
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O fluxo sanguineo renal foi analisado 24 horas apés a cirurgia de CLP e Sham, apés administracdo de
vasodilatadores, através da variagdo no fluxo sanguineo renal (painéis A, D e G), area sob a curva
(painéis B, E e H) e tempo de resposta (painéis C, F e I). As barras representam a média e as linhas
acima o erro padrao da média de 8 animais. *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001 (ANOVA de duas vias
seguida pelo post hoc de Bonferroni).
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5.3 REATIVIDADE VASCULAR DE AORTA EM SISTEMA DE ORGAO ISOLADO

A reatividade vascular foi testada in vivo avaliando-se a PAM e o FSR. Além
disso, analisou-se a reatividade vascular para fenilefrina e cloreto de potassio (KCI)
em vaso isolado em anel de aorta toracica. Observa-se na Figura 17 (painel A), que
0s animais dos grupos CLP apresentaram uma diminui¢do significativa na resposta
vasoconstritora na curva concentracéo resposta para fenilefrina quando comparados
aos animais dos grupos Sham. O tratamento com cilostazol aumentou
significativamente a resposta nos animais dos grupos CLP. No painel B, observou-se
um resultado semelhante, em que ocorreu uma diminuicdo significativa na curva
concentracéo resposta para KCI nos animais dos grupos CLP quando comparados
aos animais dos grupos Sham e o tratamento com cilostazol aumentou

significativamente a resposta nos animais dos grupos CLP.
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Figura 17 — Efeito do procedimento cirdrgico (CLP) e do tratamento com cilostazol na resposta contratil
para fenilefrina e cloreto de potassio (KCI) em anel de aorta toracica
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Vinte e quatro horas apés a cirurgia de CLP e Sham, a aorta foi coletada para analise da resposta
contratil e apés 60 minutos de estabilizacao, a resposta contratil para fenilefrina (Painel A) e cloreto de
potassio (KCI) (Painel B) foi analisada. Os pontos representam a média e as linhas acima ou abaixo o

erro padrao da média de 10 animais. *p< 0,05, ***p< 0,001 (ANOVA de duas vias seguida pelo post
hoc de Bonferroni).

Como mostrado na tabela 5, os animais dos grupos CLP apresentaram um

quadro de hiporreatividade a fenilefrina e KCI quando comparados aos animais dos
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grupos Sham. A hiporreatividade é comprovada pela diminuicdo dos valores do
logaritmo negativo da concentracdo efetiva 50% (log CEso) do efeito maximo
produzido, &rea sob a curva (ASC) e efeito médximo (EMax) da resposta contrétil. O
tratamento com cilostazol aumentou significativamente os valores de Log CEso e a

ASC nos animais do grupo CLP.

Tabela 5 — Efeito do procedimento cirtirgico CLP e do tratamento com cilostazol na reatividade vascular
para fenilefrina e cloreto de potassio (KCIl) em anel de aorta toracica

Veiculo Cilostazol
Sham CLP Sham CLP
Fenilefrina log CEso -6.686+0.057 -6.468+0.062° -6.726+0.073 -6.658+0.064%
ASC 1.68+0.172  0.927+0.126" 1.895+0.155  1.429+0.138*
EMax (g)  0.786+0.073 0.468+0.061" 0.857+0.051 0.664+0.058
KCL log CEso -1.391+0.012  -1.363+0.02  -1.409+0.023  -1.354+0.02
ASC 0.392+0.038 0.218+0.026™ 0.393+0.034  0.254+0.022%%

EMax (9) 1.05+0.081  0.585+0.047™ 0.981+0.055 0.714+0.069%

Vinte e quatro horas apos a cirurgia de CLP e Sham avaliou-se a resposta contratil para fenilefrina e
cloreto de potassio (KCI). Os resultados representam a média + erro padrdo da média de 8 animais.
*p< 0,05 comparado com Sham veiculo, **p< 0,01 comparado com Sham veiculo, **p< 0,001
comparado com Sham veiculo, #p< 0,05 comparado com CLP veiculo, 4p< 0,05 comparado com Sham
cilostazol, #p< 0,01 comparado com Sham cilostazol (ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de
Bonferroni).

5.4 DETERMINACAO DE NITRATO E NITRITO (NOX) PLASMATICO

Os niveis de nitrato e nitrito (NOX) plasmatico formam um importante marcador
na sepse, pois se correlacionam com a producéo de 6xido nitrico (NO) pelas diferentes
isoformas de éxido nitrico sintase (NOS). A analise de NOx no plasma dos animais foi
realizada no tempo de 24 horas. Como observado na Figura 18, os animais dos grupos
CLP apresentaram um aumento significativo de NOx plasmatico quando comparados
aos animais dos grupos Sham. O tratamento com cilostazol ndo alterou os niveis de

NOXx plasmatico nesses animais.
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Figura 18 - Efeito do procedimento cirtrgico (CLP) e do tratamento com cilostazol nos niveis de nitrato

e nitrito (NOXx) plasmatico
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O plasma foi obtido 24 horas apés a cirurgia de CLP e Sham, determinando-se os niveis de nitrato e
nitrito (NOXx). As barras representam a média e as linhas acima o erro padréo da média de 10 animais.
Para a analise estatistica os dados foram transformados como descrito na se¢éo 4.13 para alcancarem
normalidade e homogeneidade de variancia. ***p< 0,001 (ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc
de Bonferroni).

5.5 DETERMINACOES BIOQUIMICAS

O agravamento do quadro séptico leva a um comprometimento perfusional aos
tecidos e ao desenvolvimento de disfuncdo multipla organica. Portanto, a andlise de
marcadores de dano tecidual é de grande importancia no quadro séptico.

A Figura 19 apresenta diferentes marcadores bioquimicos de lesdo tecidual
ocasionada pela sepse (painéis A-D). Podemos observar que os animais dos grupos
CLP desenvolveram lesdo hepatica pelo aumento nos niveis de aspartato
aminotransferase (ALT, painel A) e alanina aminotransferase (ALT, painel B). Houve
ainda comprometimento na fungéo renal comprovado pela elevacédo na concentracao
de ureia (painel C). Um dado interessante foi encontrado na determinacgéo do lactato
(painel D), um importante marcador de perfusdo tecidual. Podemos observar que os
animais dos grupos CLP apresentaram prejuizo na perfusdo sanguinea constatada
pela elevacdo na concentracdo de lactato sérico e que o tratamento com cilostazol

preveniu a elevagdo desse marcador nos animais do grupo CLP.
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Figura 19 - Efeito do procedimento cirdrgico (CLP) e do tratamento com cilostazol nos marcadores

bioquimicos
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O plasma foi obtido 24 horas apés a cirurgia de CLP e Sham, determinando-se os niveis de aspartato
aminotransferase (AST) (painel A), alanina aminotransferase (ALT) (painel B), ureia (painel C) e lactato
(painel D). As barras representam a média e as linhas acima o erro padrdo da média de 10 animais.
Para a analise estatistica os dados foram transformados como descrito na se¢éo 4.13 para alcangarem
normalidade e homogeneidade de varidncia. *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001 (ANOVA de duas vias
seguida pelo post hoc de Bonferroni).
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5.6 DETERMINACAO DE GLICEMIA

A molécula de cAMP atua na sinalizacdo do metabolismo da glicose, atuando
na glicogendlise e inibicdo da glicogénese, assim investigamos se o tratamento com
cilostazol ao inibir PDE3 e possivelmente elevando a concentracdo de cAMP
plasmatico poderia alterar a glicemia no quadro séptico. Podemos observar que os
animais dos grupos CLP apresentaram um quadro de hipoglicemia a partir de 12 horas
que se manteve no tempo de 24 horas. Ja os animais dos grupos Sham apresentaram
um quadro de hiperglicemia no tempo de 6 horas e normalizacdo glicémica nos

tempos posteriores como mostrado na Figura 20.

Figura 20 - Efeito do procedimento cirdrgico (CLP) e do tratamento com cilostazol na glicemia
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Verificou-se a glicemia basal dos animais momentos antes da administracdo dos anestésicos, em
seguida, realizou-se a cirurgia de CLP e Sham. Seis, 12 e 24 horas ap6s o procedimento cirirgico a
glicemia dos animais foi verificada novamente. Os pontos representam a média e as linhas acima e
abaixo o erro padrdo da média de 8 animais. *p< 0,05 comparado com Sham veiculo e Sham cilostazol;
**p< 0,01 comparado com Sham veiculo e Sham cilostazol; ¥p< 0,01 comparado ao tempo zero
(ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni).
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5.7 CONTAGENS HEMATOLOGICAS

Como demonstrado na Figura 21, os animais do grupo CLP veiculo
apresentaram um aumento significativo na contagem de eritrécitos, hematacrito,
hemoglogina e uma diminuicdo significativa na contagem de plaquetas quando
comparados aos animais dos grupos Sham (painéis A-D) no tempo de 24 horas. O
tratamento com cilostazol preveniu de forma significativa a elevacao na contagem de
eritrocitos, hematocrito, hemoglobina nos animais do grupo CLP (painéis A-C), porém
nao preveniu a diminuicdo na contagem de plaquetas nesses animais (painel D).

Avaliou-se também o leucograma desses animais no tempo de 24 horas como
demonstrado na Figura 22 (painéis A-G). Ao analisarmos a contagem relativa dos
leucécitos, notamos que os animais dos grupos CLP apresentaram uma diminui¢do
significativa na contagem de linfécitos (painel B) e um aumento significativo na
contagem de granulécitos (painel D) e de mondécitos (F), quando comparados aos
animais dos grupos Sham. O tratamento com cilostazol ndo alterou o resultado dessas
andlises. Ja na contagem absoluta de leucdcitos, podemos observar que ndo houve
diferenca entre os animais dos grupos CLP e Sham no total de leucécitos (painel A),
porém os animais do grupo CLP veiculo apresentaram uma diminuicdo significativa
na contagem de linfocitos quando comparado aos animais dos grupos Sham e o
tratamento com cilostazol aumentou significativamente a contagem de linfocitos nos
animais do grupo CLP (painel C). Os animais dos grupos CLP ainda apresentaram um
aumento significativo na contagem total de granul6citos quando comparado aos

animais dos grupos Sham (painel E).
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Figura 21 — Efeito do procedimento cirdrgico (CLP) e do tratamento com cilostazol no hemograma e
contagem de plaquetas
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O sangue foi obtido 24 horas apés a cirurgia de CLP e Sham, analisando-se os eritrocitos (painel A),
hematécrito (painel B), hemoglobina (painel C) e plaquetas (painel D). As barras representam a média
e as linhas acima o erro padrdo da média de 8 animais. *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001 (ANOVA de
duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni).
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Figura 22 — Efeito do procedimento cirargico (CLP) e do tratamento com cilostazol no leucograma
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O sangue foi obtido 24 horas ap0s a cirurgia de CLP e Sham, analisando-se a contagem absoluta de
leucacitos (painel A), contagem diferencial de linfocitos (painel B), granuldcitos (painel C), mondcitos
(painel D) e contagem absoluta de linfocitos (painel E), granulécitos (painel F) e mondcitos (painel G).
As barras representam a média e as linhas acima o erro padrdo da média de 8 animais. Para a analise
estatistica os dados foram transformados como descrito na sec¢ao 4.13 para alcangarem normalidade
e homogeneidade de variancia *p< 0,05 e ***p< 0,001 (ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de
Bonferroni).
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5.8 DETERMINACAO DE ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)

O recrutamento de granulécitos para o pulméo e rim foi avaliado de forma
indireta através do ensaio de quantificacdo da atividade enzimatica de
mieloperoxidase (MPO) nesses tecidos. Pode-se observar na Figura 23 (painel A) que
os animais do grupo CLP veiculo apresentaram um aumento significativo na atividade
de MPO no pulméo no tempo de 24 horas. O tratamento com cilostazol reduziu de
forma significativa a atividade de MPO no pulm&o em animais do grupo CLP. J& no
rim, ocorreu um aumento de atividade de MPO nos animais dos grupos CLP quando
comparados aos animais dos grupos Sham e o tratamento com cilostazol nao alterou

o resultado nos animais dos diferentes grupos (painel B).
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Figura 23 — Efeito do procedimento cirargico (CLP) e do tratamento com cilostazol na atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO) em pulmdo e rim
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Vinte e quatro horas apoés a cirurgia de CLP e Sham, os animais foram mortos e os tecidos coletados
para avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no pulméo (painel A) e rim (painel B).
As barras representam a média e as linhas acima o erro padrdo da média de 10 animais. Para a andlise
estatistica os dados foram transformados como descrito na sec¢éo 4.13 para alcancarem normalidade

e homogeneidade de variancia. *p< 0,05; **p< 0,01 (ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de
Bonferroni).
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5.9 ANALISE HISTOPATOLOGICA DE TECIDOS

Para avaliar a infiltragdo de leucécitos e danos teciduais induzidos pela sepse
em tecidos, foi realizada andlise histopatologica de pulmé&o, coracao e rim nos animais
dos diferentes grupos no tempo de 24 horas.

Como evidenciado na Figura 24, os animais dos grupos CLP apresentaram um
aumento na espessura de septos alveolares e presenca de infiltrado de leucdcitos no
tecido pulmonar, enquanto os animais dos grupos Sham apresentaram uma
preservada morfologia de septos e auséncia de infiltrado (painéis A-D). Ja na andlise
através de escore de lesdo, os animais dos grupos CLP apresentaram aumento
significativo na pontuagcdo do escore quando comparados aos animais dos grupos
Sham. O tratamento com cilostazol diminuiu de forma significativa a pontuacao do
grupo CLP, prevenindo infiltracdo leucocitaria no tecido (Figura 25).

Na Figura 26 (painéis A-D), observamos o tecido cardiaco, nele os animais dos
grupos CLP nédo apresentaram alteracdes estruturais evidentes no tecido cardiaco
gquando comparados aos animais dos grupos Sham. Entretanto houve infiltracdo de
leucdcitos no tecido cardiaco dos animais sépticos, porém em pontos isolados e em
baixo nimero, o que histologicamente ndo evidencia diferencas entre 0os grupos em
funcdo do procedimento cirargico.

Ja na Figura 27 (painéis A-D), podemos observar que 0s animais dos grupos
CLP também ndo apresentaram alteracdes histolégicas evidentes no tecido renal
guando comparados aos animais dos grupos Sham. Os animais sépticos apresentam
aumento no numero de hemécias em capilares glomerulares e peritubulares, porém
também de forma sutil ndo apontando alteracdes entre os diferentes grupos em funcéo
do procedimento.
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Figura 24 — Efeito do procedimento cirirgico (CLP) e do tratamento com cilostazol em andlise
histopatolégica de pulméo
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Vinte e quatro horas apés a cirurgia de CLP e Sham, os animais foram mortos e o pulméo coletado. O
tecido foi processado pela técnica de coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) e as fotomicrografias
realizadas em ampliacdo de 200x. Os animais Sham (painéis A e B) apresentaram aspecto normal na
morfologia de septos alveolares e auséncia de infiltrado leucocitario. Os animais sépticos (painel C)
apresentaram alteracdes de aumento na espessura de septo e intenso infiltrado leucocitario apontado
pelas setas. O tratamento com cilostazol diminuiu a intensidade do infiltrado leucocitario nos animais
sépticos (painel D), como apontado pelas setas.



68

Figura 25 — Efeito do procedimento cirtirgico (CLP) e do tratamento com cilostazol em analise
histopatolégica de pulmao através de escore
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Vinte e quatro horas apoés a cirurgia de CLP e Sham, os animais foram mortos e o pulméo coletado. O
tecido foi processado pela técnica de coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) e as fotomicrografias
realizadas em ampliacdo de 200x. Os simbolos representam 5 diferentes animais de cada grupo
experimental e a linha horizontal representa a mediana. *p< 0,05 (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
post hoc de Dunn).



69

Figura 26 — Efeito do procedimento cirirgico (CLP) e do tratamento com cilostazol em andlise
histopatolégica de coracgao
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Vinte e quatro horas ap0s a cirurgia de CLP e Sham, os animais foram mortos e o coragédo coletado. O
tecido foi processado pela técnica de coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) e as fotomicrografias
realizadas em ampliacdo de 200x. Os animais Sham apresentaram aspecto normal na morfologia de
cardiomiécitos (painéis A e B). Os animais sépticos apresentaram infiltrados de leuc6citos no tecido
(painéis C e D), como apontado pelas setas, porém em pontos isolados ndo se diferenciando
histologicamente dos animais dos grupos Sham.
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Figura 27 — Efeito do procedimento cirirgico (CLP) e do tratamento com cilostazol em andlise

histopatolégica de rim
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Vinte e quatro horas apés a cirurgia de CLP e Sham, os animais foram mortos e o rim coletado. O tecido
foi processado pela técnica de coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) e as fotomicrografias realizadas
em ampliacdo de 200x. Os animais Sham apresentaram aspecto normal na morfologia de tubulos e
corpusculo renal na regido cortical (painéis A e B). Os animais sépticos apresentaram aumento do
namero de hemécias em capilares glomerulares e peritubulares (painéis C e D), como apontado pelas
setas, porém em areas limitadas, ndo se diferenciando histologicamente dos animais dos grupos Sham.
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6 DISCUSSAO

A sepse é uma das mais antigas e complicadas sindromes na medicina. Desde
suas primeiras citacdes feitas por Hipdcrates, passando pela descoberta e evolucao
da antibioticoterapia, ainda representa um grande problema de saude publica
ocasionando a morte de muitos pacientes. Com a chegada dos antibiéticos ficou claro
gue somente a agao microbiana néo era capaz de induzir tamanho dano observado
na sindrome, surgindo os primeiros indicios de que a resposta imunoldgica do
hospedeiro também contribui nas diversas manifestactes da sepse (CERRA, 1985;
FUNK; PARRILLO; KUMAR, 2009).

Os avancos no tratamento para sepse esbarram na grande complexidade
dessa sindrome, justificando a pouca mudanca na abordagem terapéutica ao paciente
ao longo dos anos. Em geral, o tratamento consiste na administracdo de antibiéticos
de amplo espectro de acéo, reposicado volémica adequada em casos de hipotenséo
ou elevacdo dos niveis de lactato, utilizacdo de vasopressores para manutencdo da
pressao arterial média acima de 65 mmHg e remocao do foco infeccioso.

Buscando-se avan¢os na terapéutica, muitos estudos experimentais Sao
realizados e representam uma importante ferramenta para investigacdo e
entendimento da sindrome. Segundo descrito por Doi et al. (2009), os principais
modelos animais para o estudo da sepse podem ser divididos em trés categorias: (1)
administracao de endotoxina, como LPS ou zimosan (endotoxemia); (2) administracao
exdgena de bactérias viaveis; e (3) rompimento da barreira de protecdo interna dos
animais, por exemplo, os modelos de CLP e perfuracdo do colo ascendente por stent
(CASP, do inglés, Colon Ascendens Stent Peritonitis).

O modelo de inducéo de sepse por CLP adotado no presente estudo é um dos
modelos mais comumente utilizados, sendo considerado um “padrao ouro” na sepse
experimental (RITTIRSCH et al., 2009). Caracteriza-se pela génese do quadro séptico
a partir de um foco infeccioso polimicrobiano com translocacéo das bactérias para o
compartimento sanguineo, configurando, portanto um modelo de peritonite (POLI-DE-
FIGUEIREDO et al., 2008; RITTIRSCH et al., 2009). Esse modelo é amplamente
utilizado por ocasionar alteracdes cardiovasculares similares as observadas em
humanos, tendo como causa, traumas com perfuragdes intestinais, colite ou peritonite
pos-operatoria (BURAS; HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005; NEMZEK et al., 2008). Por

esse método ainda é possivel determinar a intensidade na inducdo da sepse pela
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proporcao de contetdo colico extravasado para a cavidade peritoneal. Logo no inicio
dos experimentos foi realizada a padronizacdo do modelo, onde foram observados
sinais da instalacdo da sepse, além da anélise de mortalidade (dados ndo mostrados),
sendo essa etapa muito importante para garantir reprodutibilidade nos resultados dos
experimentos.

O desenvolvimento da sepse pode ser dividido em duas fases em termos
hemodindmicos e cardiovasculares. Primeiramente ocorre a fase hiperdinamica
caracterizada pela baixa resisténcia vascular periférica e elevacao no débito cardiaco,
nessa mesma fase ocorre uma intensa liberacdo de catecolaminas na circulagcéo
sanguinea. A segunda fase é a hipodinamica, com marcante hiporreatividade a
catecolaminas, diminuicdo no débito cardiaco e comprometimento no fluxo sanguineo
(MADDENS; SOWERS, 1987; FLYNN; MANI; MATHER, 2010).

Fernandes et al. (2006) demonstraram através de modelo de endotoxemia
induzida por LPS que a atividade de sGC esta comprometida nos momentos iniciais
da sindrome, assim por consequéncia a producdo de cGMP também diminui. Mais
tarde demonstrou-se de forma muita clara a importancia do cGMP nos momentos
iniciais da sepse, uma vez que a inibicdo da atividade de sGC no inicio da sindrome
ocasionou aumento da mortalidade nos animais (FERNANDES et al., 2009).

Isso ocorreu porque no inicio da sepse a atividade da sGC nao esta aumentada
e 0 cGMP produzido atua na manutencdo do tdnus vascular, perfusdo sanguinea
trazendo assim melhora hemodinamica. Um perfil bem diferente ao observado em
momentos tardios, em que a atividade de sGC esta aumentada pela sinalizacdo do
NO e a intensa producdo de cGMP se associa ao quadro de hipotensdo e
hiporreatividade observada na sindrome. A proposta de inibicdo de sGC no inicio da
sepse, portanto priva os animais desse equilibrio hemodinamico, favorecendo
vasoconstricao pela alta concentracdo plasmatica de catecolaminas com consequente
agravamento de isquemia e disfuncdo organica (MADDENS; SOWERS, 1987,
FERNANDES et al., 2009, 2008, 2006; NARDI et al., 2010).

Portanto, nesse trabalho optamos por utilizar o farmaco cilostazol como
ferramenta farmacologica para promover aumento na concentracdo de cAMP e cGMP
no inicio da sepse, baseando-se em trabalhos prévios e resultados encontrados na
literatura.

O cilostazol é um inibidor seletivo de PDE3 que teve sua aprovagao para uso

no Japao no ano de 1988 e nos Estados Unidos somente em 1999. Desde seu



73

lancamento € utilizado para o tratamento de sintomas relacionados a claudicacao
intermitente. Esse medicamento é um potente antiagregante plaquetario possuindo
propriedades vasodilatadoras e antiproliferativas (HAYASHI et al., 2000; GRESELE;
MOMI; FALCINELLI, 2011).

Apesar de ser um inibidor seletivo de PDE3, a farmacologia do cilostazol se
mostra complexa e com um amplo espectro de acdo. Sua principal acdo de fato € a
inibicdo de PDES, porém entre outros efeitos encontram-se a inibicdo da captacdo de
adenosina, efeitos antiproliferativos em célula muscular lisa de vasos, aumento na
liberacdo de NO pelas células endoteliais, melhora em perfil lipidico, entre outros
efeitos (para revisdo ver SURAPISITCHAT; BEAVO, 2011; ROGERS et al., 2015).

A familia da PDE3 apresenta duas isoformas distintas PDE3A e PDE3B, porém
isso ndo afeta a inibicdo pelo cilostazol. A expressédo das duas isoformas ocorre em
diferentes tecidos, como plaquetas, tecido muscular cardiaco, figado, rim, musculatura
de vasos e visceras, ocorrendo diferencas na distribuicdo de cada isoforma nesses
tecidos (MAURICE et al., 2014).

Ao avaliarmos os parametros cardiovasculares, observamos que 0s animais
submetidos ao procedimento CLP apresentaram manifestacbes da sepse, como
diminuicdo na presséao arterial média, aumento na frequéncia cardiaca e diminuicao
no fluxo sanguineo renal. Além desses dados mostrados, foram observados outros
sinais como piloerecao, prostracéo e diminuicdo da movimentacao nos animais.

Os animais sépticos apresentaram quadro de hiporreatividade a
vasoconstritores como demonstrado pelo comprometimento nos parametros
cardiovasculares avaliados. Entretanto o tratamento com cilostazol trouxe melhora na
variacdo da PAM para angiotensina Il e no tempo de resposta para fenilefrina e
angiotensina Il. A ocorréncia de hiporreatividade para vasoconstritores na sepse é um
evento ja bem descrito em diferentes estudos realizados com modelos de sepse e
endotoxemia (SORDI et al., 2011; GUARIDO et al., 2014).

A hiporreatividade a vasoconstritores durante a sepse provavelmente €
multifatorial. Entre as causas se destaca a producao de NO pela atividade aumentada
de NOS-2. O NO produzido difunde-se para o musculo liso vascular e induz
vasodilatacao através da estimulacéo de sGC e resulta no aumento da concentracdo
de cGMP (JULOU-SCHAEFFER et al., 1990). A producéo de prostaglandinas (PGlz)
via sinalizacao ciclooxigenase 2 (COX-2), também induz vasodilatacdo através da

ligacdo de PGI2 ao seu receptor acoplado a proteina G, aumentando o cAMP e
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mediando vasodilatagcdo em célula muscular lisa de vasos (CAUWELS, 2007). A
excessiva ativacao de canais de potassio sensiveis ao ATP presentes na membrana
dessas células musculares também gera vasodilatagdo ao causar hiperpolarizagéo e
inibicdo de canais de calcio voltagem dependentes, induzindo hipotensdo e
hiporreatividade vascular (MACARTHUR et al., 2000). Na sepse ainda ocorre aumento
na atividade de cinases de receptores acoplados a proteina G (GRKs, do inglés, G
Protein-Coupled Receptor Kinases) sobre receptores adrenérgicos, que Ss&o
fosforilados, ligam-se a -arrestinas e sao internalizados, gerando uma
dessensibilizacdo mais duradoura e profunda durante a sindrome (EICHEL; JULLIE;
VON ZASTROW, 2016).

A melhora na reatividade vascular a vasoconstritores, como demonstrada
parcialmente para angiotensina Il e fenilefrina representa um avango no quadro
séptico. Dados clinicos mostram que um prolongado tempo de hipotensao contribui
para o desenvolvimento do choque séptico. E possivel ainda se estabelecer na clinica
uma associacgao direta entre o tempo em que o paciente apresenta PAM inferior a 65
mmHg, desenvolvimento de disfuncdo organica, por exemplo comprometimento renal
e aumento na taxa de mortalidade (VARPULA et al., 2005; ANGELE; SCHNEIDER,;
CHAUDRY, 2008). Pelo fato de alguns parametros terem apresentado melhora na
reatividade, isso indica que o0s animais tratados com cilostazol apresentaram um
menor grau de hiporreatividade a vasoconstritores.

O comprometimento na resposta vasodilatadora nos animais CLP foi evidente.
Apesar de ser uma forma interessante de se analisar a resposta vascular, ela deve
ser avaliada com cautela nesse ensaio experimental. Com a sepse, 0s animais
apresentaram marcante quadro de hipotensédo, assim a capacidade vasodilatadora
nesses animais foi afetada fortemente, uma vez que esses ja se apresentavam
hipotensos. Isso pode ter justificado o comprometimento na resposta para todos os
vasodilatadores testados, que induzem vasodilatacdo por diferentes mecanismos.

O comprometimento cardiaco ocorre precocemente na sepse e choque séptico,
afetando principalmente ventriculo esquerdo. Ainda ndo sao totalmente claros os
fatores etiolégicos, porém sabe-se que o coracdo é um alvo primario de diversos
mediadores liberados durante o choque séptico, como citocinas pro-inflamatérias,
espécies reativas de oxigénio, gerando inflamacéo local com migracéo leucocitaria ao
tecido (VINCENT et al., 1992; PRICE et a., 1999; SCHMITTINGER et a., 2013). O

cilostazol melhorou a resposta na frequéncia cardiaca nos animais sépticos, podendo
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representar algum ganho no trabalho cardiaco gerado por protecdo com o tratamento
no inicio da sepse. Esse resultado embora muito interessante dever ser associado a
andlise bioquimica, pois € muito importante avaliarmos se esse ganho em trabalho
cardiaco ndo representou uma piora em marcadores de leséo tecidual, através da
determinacao de creatina quinase fracdo MB (CKMB, do inglés, Creatine Kinase MB).

O quadro de sepse pode evoluir para choque séptico, que apresenta extensa
lesdo mudltipla organica, tendo uma associagdo causal entre o0 prejuizo na
microcirculacdo e o aparecimento dessas lesbes. A partir disso a andlise de
parametros como o FSR se mostra de grande importancia na sindrome, pois fornece
dados sobre a perfusado tecidual aos rins. O comprometimento da funcéo renal se
associa ao desenvolvimento de faléncia renal aguda que na sepse é causada pela
marcante hipoperfusdo, mesmo que por um curto intervalo de tempo (CHVOJKA et
al., 2008).

Durante o desenvolvimento da sepse ocorre profunda alteracdo em aspectos
macro e microvasculares que geram ma distribuicdo sanguinea para os tecidos, entre
eles o rim. Esse comprometimento renal ainda é mais evidente, pois se sabe que 0
leito renal mantém a capacidade de responder a catecolaminas durante a sindrome,
se opondo ao que se oberva em outros leitos vasculares que se apresentam
hiporreativos. Esse perfil na clinica se associa a piora no quadro de disfuncéo organica
no tecido, tendo em vista a administracdo de vasoconstritores para manutencéo da
PA que acabam gerando isquemia renal (SPRONK ET AL., 2002; DONATI ET AL.,
2013; ZARBOKC, 2014; DE BACKER ET AL., 2016).

Em nosso modelo, encontramos que 0sS animais sépticos apresentaram um
importante prejuizo na reatividade do FSR a vasoconstritores e vasodilatadores
sistémicos. O tratamento com cilostazol, apesar de favorecer vasodilatacdo e
melhorar fluxo sanguineo ndo conseguiu apresentar nenhum efeito sobre a resposta
vascular do FSR no tempo de 24 horas. Porém ocorreu nos animais um importante
comprometimento no FSR basal e de forma interessante o cilostazol apresentou
melhora nesse parametro. Um importante ponto que deve ser levado em consideracao
€ que nesse periodo ndo se observa mais a acao do farmaco, portanto o valor de FSR
basal mais elevado pode ser resultado de um reflexo na melhora hemodinamica no
inicio da sepse.

Boffa e Arendshorst (2004) demonstraram através de modelo de choque

endotoxémico que rins de camundongos sépticos ndo diferiram dos animais controle
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em termos de reatividade vascular, se opondo ao resultado encontrado no trabalho.
Um ponto importante a se considerar ao comparar com 0 prejuizo na resposta renal
encontrada nos animais sépticos do presente trabalho foi que a andlise realizada por
esses pesquisadores se deu atravées do percentual de resposta, assim um valor menor
de fluxo sanguineo renal ndo impacta a analise, diferente da analise dos nossos dados
feita através da variacdo no FSR e ASC.

Além da reatividade vascular in vivo, optamos por avaliar a reatividade de vasos
em sistema de orgdo isolado (ex vivo). O modelo de sepse gerou um
comprometimento na reatividade vascular de aorta a vasoconstritores. Heesen et al.
(1996) também demonstraram através do modelo CLP que os animais sépticos
apresentam comprometimento na contragdo obtida para fenilefrina e KCI. Porém em
seus experimentos ndo houve diferencas em CES50 entre os animais sépticos e
controles. O comprometimento da resposta contratii em anel de aorta na sepse
também foi demonstrado por Kovalski et al. (2017), evidenciando-se diferenca na
poténcia entre os grupos representada por CE50. No presente trabalho também foram
encontradas diferencas em CES50, ASC e efeito méximo entre animais sépticos e
controles e o tratamento com cilostazol trouxe melhora nesses parametros. Esse
resultado traz indicios de que o tratamento no inicio da sepse com cilostazol pode
prevenir alteracdes vasculares, que mais tardiamente se reflete em melhora na
reatividade a vasoconstritores. Esse pode representar um importante achado, uma
vez que o quadro de hiporreatividade caracteriza o quadro de choque séptico e leva
ao desenvolvimento da disfungdo mdultipla orgéanica.

Segundo os parametros hematoldgicos, os animais sépticos apresentaram um
importante aumento de permeabilidade vascular, ocorrendo hemoconcentragédo que
pode ser justificado pelo aumento dos parametros do eritrograma. O tratamento com
cilostazol preveniu a ocorréncia de hemoconcentracdo, podendo representar uma
melhora na permeabilidade vascular. De fato o cAMP esta muito associado a
diminuicdo de permeabilidade vascular. Um trabalho com modelo de sepse em ratos
também demonstrou que a promog¢do de aumento nos niveis de CAMP resultou em
reducdo na permeabilidade vascular (SCHICK et al., 2012).

Esse resultado, entretanto deve ser analisado de forma cautelosa. A utilizagao
de parametros hematologicos para mensurar a permeabilidade vascular se mostra

insuficiente. O ideal é a utilizagdo de outros tipos de indicadores, como por exemplo,
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avaliar a permeabilidade vascular através do extravasamento do corante azul de
Evans para 6rgéaos e tecidos (MARTIN; AVENDANO; PIEDRAS, 2010).

O perfil na contagem de plaquetas encontrado corrobora com os dados em
literatura, ocorrendo uma queda no nimero de plaquetas nos animais sépticos e ndo
havendo diferencas com o tratamento. Ja esta bem descrito a ativacdo dos sistemas
de coagulacéo e fibrinolitico na sepse, isso ocorre pela intensa ativacdo do sistema
imunoldgico com a liberacdo de diferentes mediadores na corrente sanguinea (LEVI,
VAN DER POLL, 2017). A ativacédo descontrolada do sistema de coagulagcédo acaba
levando a piora do quadro de fluxo sanguineo e perfuséo tecidual. A contagem de
plaguetas € muito importante na sepse, pois estudos demonstram uma associacao
direta entre diminuicdo na contagem de plaquetas no paciente, piora na resposta
desregulada do hospedeiro e aumento na mortalidade (CLAUSHUIS et al., 2016).
Outros estudos demonstraram prejuizo na resposta imune do hospedeiro durante
trombocitopenia causada por pneumonia induzida por sepse em camundongos. Ao
mesmo tempo, uma ativacdo excessiva de plaguetas tem se relacionado com a injlria
organica durante a sepse, através de muitos mecanismos, incluindo recrutamento de
células imune e inflamacdo, formacdo de trombos vaso-oclusivos, agravando
disfuncéo endotelial e aumentando permeabilidade vascular. Dados da literatura ainda
demonstram uma melhora na sobrevida de animais sépticos com uso de
antiagregantes, porém a inibicdo farmacoldgica da funcdo plaquetaria na sepse nunca
foi avaliada em estudos clinicos (DE STOPPELAAR et al., 2014)

Esta descrito a partir de diferentes ensaios experimentais que o procedimento
de CLP gera um quadro de leucopenia no tempo de 24 horas, porém, nao
encontramos diferenca na contagem global de leucécitos nos animais. Isso pode ser
explicado pela ocorréncia de quadros de leucocitose e leucopenia nos animais
sépticos. A contagem relativa e global de leucdocitos mostrou um perfil classico de
diminuicdo na contagem de linfoécitos, aumento na contagem de neutrdéfilos e
monaocitos nos animais seépticos. A linfopenia € bem caracteristica na sepse,
ocorrendo na fase hipodindmica da sindrome. Estudos demonstraram a associacao
de sepse com deplecgéo de linfocitos e células dendriticas, como sendo resultado do
aumento na apoptose dessas populacdes. Dados ainda sugerem o estabelecimento
de uma relacéo direta entre a diminuicdo na contagem de linfocitos e o aumento da
mortalidade observada na sepse (DOI et al., 2009; BOOMER et al.,, 2011,
HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 2013).
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Um dado bastante interessante foi encontrado na atividade da enzima MPO em
tecidos. A enzima MPO esta presente principalmente em neutréfilos, além da
presenca em monacitos, eosindfilos e basofilos, contribuindo para a capacidade de
ataque e destruicao de micro-organismos por essas células. Assim, ao determinarmos
atividade de MPO também quantificamos principalmente o recrutamento de neutrofilos
para o tecido de maneira indireta.

Ocorreu um aumento na atividade de MPO no pulm&o e rim nos animais
sépticos. O tratamento com cilostazol preveniu a elevacdo de MPO no pulméo
indicando que a migracdo e infiltracdo de neutréfilos em nivel tecidual foram
reduzidas. Esse resultado é muito importante, pois o pulméo é extensivamente
acometido na sepse, sendo a determinagcdo de MPO considerada um importante
marcador de recrutamento de neutréfilos para o tecido, inclusive tem sido sugerido
gue a chegada de neutréfilos no pulméo contribui para a injaria tecidual observada na
sepse (PERL et al., 2011). Sildenafil, um inibidor de PDE5 também se mostrou capaz
de reduzir a atividade de MPO no pulmao de animais sépticos no tempo de 24 horas,
demonstrando um efeito protetor contra dano tecidual (KOVALSKI et al., 2017).

O acometimento do sistema respiratdrio durante o desenvolvimento da sepse
ocorre pela inflamacédo difusa do parénquima, com desenvolvimento de disfuncéo
pulmonar grave, que ao que tudo indica, € um dos primeiros passos para a ocorréncia
da disfuncdo mdultipla organica observada na sindrome. Aproximadamente 50% dos
pacientes com sepse desenvolvem lesédo pulmonar aguda e sua forma mais grave, a
sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA) (RUBENFELD et al., 2005;
TAVARES; MALDONADO; MINANO, 2014). Apesar de avancos na compreensao da
fisiopatologia no desenvolvimento da sepse, a ocorréncia de insuficiéncia pulmonar
aguda, principalmente por casos da sindrome sem origem pulmonar continua sendo
um grande desafio clinico, com grave morbidade e mortalidade, dificultando o manejo
do paciente séptico (MATTHAY; ZEMANS, 2011).

Na insuficiéncia pulmonar aguda ocorre um disturbio na barreira entre alvéolos
e capilares, o que resulta em elevacdo de mediadores inflamatorios, aumento da
permeabilidade vascular com formacdo de edema e recrutamento de neutrdfilos para
o tecido (MATTHAY; ZEMANS, 2011; WU et al.,, 2013). Todos os mecanismos
envolvidos ndo séao claramente entendidos, porém atribui-se a infiltracdo de
polimorfonucleares e a ativacao de fatores de transcricdo como o fator nuclear Kappa

B (NF-kB, do inglés, Nuclear Factor Kappa B) como sendo os eventos iniciadores do
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desenvolvimento da insuficiéncia pulmonar aguda (ABRAHAM; SINGER, 2007;
GROMMES; SOEHNLEIN, 2011).

O resultado encontrado a partir da analise de MPO em tecido pulmonar e
confirmado pela analise histopatolégica se mostra de grande importancia, uma vez
gue o0s animais sépticos tratados com cilostazol apresentaram diminuicao de atividade
de MPO e menor grau de infiltracdo leucocitaria no tecido. Ao diminuir a chegada de
polimorfonucleares ao pulmé&o o cilostazol pode ter prevenido a ocorréncia de uma
resposta inflamatéria aguda exacerbada no tecido, prevenindo danos e podendo
refletir em ganho de funcéo do 6rgéo tardiamente.

Ha na literatura trabalhos que associam efeitos do cilostazol a inibicdo da
expressdo de varias citocinas pré-inflamatorias e moléculas de adesao, diminuindo
assim migracao leucocitaria para os tecidos. Isso ocorre porque o farmaco suprime a
atividade de NF-kB via ativacdo de proteina quinase ativada por AMP (AMPK, do
inglés, AMP-Actived Protein Kinase), e ndo via cAMP/PKA como era defendida por
alguns autores (SUZUKI et al., 2008; AOKI et al., 2010; DA MOTTA; DE BRITO, 2016).
Esses trabalhos sugerem que esse € o mecanismo pelo qual o cilostazol protege
células endoteliais da inflamacéao e previne formacéo de infiltrado inflamatorio tecidual.
Portanto, esse efeito do cilostazol pode justificar a prevencédo de danos e infiltracédo
leucocitaria observada no tecido pulmonar em nosso modelo.

O comprometimento cardiaco na sepse também é muito evidente, se
associando ao aumento de morbidade e mortalidade observada na sindrome. Sabe-
se que a imunidade inata e a resposta inflamatoria, mediada por receptores do tipo
Toll (TLRs) desempenham um papel critico no desenvolvimento de disfuncédo cardiaca
na sepse/choque séptico, mediante sinalizacdo ativada predominantemente por NF-
kB, que € um importante fator de regulacdo de mediadores pré-inflamatorios (ZHANG;
GHOSH, 2001; WILLIAMS et al., 2003; ZOU et al., 2010).

Sabe-se que a infiltracdo de macrofagos e neutrofilos no miocardio contribui
para a disfuncao no tecido, pois quando ativados, os macrofagos liberam quimiocinas
gue atraem neutroéfilos e ainda liberam fator inibidor de macréfagos que contribui para
a disfuncéo cardiaca e se correlaciona com severidade na sepse (CAVAILLON; ADIB-
CONQUY, 2005; ALVES-FILHO et al., 2008; GAO et al., 2015).

No nosso modelo, observamos de forma sutii a presenca de infiltrado
leucocitario no tecido cardiaco nos animais sépticos. A presenca dessas celulas no

tecido pode, portanto se associar ao desenvolvimento de disfuncdo cardiaca, porém
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pelo baixo numero de leucdécitos encontrados, histologicamente ndo podemos fazer
tal afirmacé&o. O uso de imuno-histoquimica com marcacéao especifica para neutrofilos
ou ainda macrofagos no tecido cardiaco poderia trazer o esclarecimento sobre o real
envolvimento dessas células no comprometimento do 6rgdo observado em nosso
modelo.

Nas lesdes renais ocasionadas pela sepse as células endoteliais se
apresentam hiperativadas na presenca de citocinas pro-inflamatérias e desenvolvem
alteracbes funcionais que sustentam o desenvolvimento das lesbes (VERMA,;
MOLITORIS, 2015). O aumento que ocorre na resisténcia vascular renal (RVR) é outro
fator hemodinamico chave associado com insuficiéncia renal aguda induzida pela
sepse, uma vez que o aumento na RVR tem sido associado com alteracdo global e
regional de fluxo sanguineo (REDFORS et al., 2010). E como demonstrado na analise
de FSR através de laser Doppler em nosso modelo, 0s animais sépticos apresentaram
uma reducéo significativa no fluxo sanguineo no rim. O aumento na RVR pode ainda
induzir vasoconstricdo, aumento de permeabilidade vascular, edema tecidual, adeséo
de leucdcitos as células endoteliais e formacdo de microtrombos (BOUGLE;
DURANTEAU, 2011).

Outro fator complicador na funcao renal € que diferentemente dos demais leitos
vasculares, o rim ainda preserva resposta vasoconstritora, agravando ainda mais a
disfuncdo organica no tecido (GUARIDO et al., 2014). Os achados histolégicos no
tecido renal em nosso modelo podem demonstrar 0 acometimento renal com o
desenvolvimento da sepse reforcando a ocorréncia de resposta inflamatoria tecidual
como apontado pelo aumento de atividade de MPO no tecido. O aumento ainda que
sutil no numero de hemécias encontrado em capilares glomerulares e peritubulares
podem ter sido causados pelo aumento da RVR e favorecimento de permeabilidade
vascular e geracdo de edema, muito associados a resposta inflamatdria no tecido.

Durante a sepse ocorre o aumento na producdo de NO, através do aumento na
atividade de NOS-2, tendo sua producdo associada com o desenvolvimento da
sindrome séptica. O NO estd envolvido em muitos processos da resposta do
hospedeiro como inflamacéo, reatividade vascular, disfuncéo cardiovascular, aumento
de migracdo leucocitaria, entre outros (BENJAMIM; FERREIRA; CUNHA, 2000;
ASSREUY, 2006; FERNANDES; ASSREUY, 2008). Os niveis de NOx se
correlacionam com a producéo de NO, por se tratarem de seus metabdlitos, assim o

aumento na producdo de NO acarreta em aumento de NOx plasmatico. No modelo
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experimental observamos um aumento de NOx nos animais sépticos e o tratamento
nao preveniu e elevacdo dos niveis. O aumento de NOX nos animais sépticos
corrobora com dados da literatura que demonstram que a hiporreatividade observada
na sepse se associa ao aumento na producao de NO durante o desenvolvimento da
sindrome.

A variacdo da glicose sanguinea no modelo de sepse por CLP segue um
comportamento caracteristico de desenvolvimento de uma fase hiperglicémica e
posterior hipoglicémica. Esse perfil foi confirmado por Maitra; Wojnar; Lang (2000),
onde se demonstrou que animais sépticos apresentam um pico hiperglicémico no
tempo de 2 horas, normalizacao glicémica em 6 horas e quadro hipoglicémico em 24
horas. Nesse trabalho ainda determinou-se a concentragcédo de hormdonios circulantes,
demonstrando que a partir de 2 horas ja ocorria elevagdo nos niveis de glucagon e
adrenalina, sendo o aumento crescente e sustentado até 24 horas. Outros trabalhos
também demonstraram esse perfil glicémico, associando a fase hiperglicémica com a
estimulacdo de glicogendlise e gliconeogénese hepética por sinalizacdo operada por
glucagon e estimulacdo adrenérgica. Ja a hipoglicemia associada a uma producéo
prejudicada de glicose sob condicdes severas da sepse (LANG et al., 1993; LIAO et
al., 2013).

Em nossos resultados observamos um aumento significativo na glicemia nos
animais controles no tempo de 6 horas, podendo ser associado ao plano anestésico
adotado com utilizacdo de xilazina que ocasiona hiperglicemia transitoria por inibicao
da liberacdo de insulina no pancreas ao ativar receptores alfa 2 (GUARINO et al.,
2007). Os animais sépticos nao apresentaram alteracdo glicémica no tempo de 6
horas, porém como ja descrito com o modelo CLP, caracteristicamente os animais
sépticos apresentam pico hiperglicémico antes de 6 horas, estando nesse periodo
com normalizacao glicémica (MAITRA; WOJNAR; LANG, 2000). No tempo de 12 e 24
horas os animais controles apresentaram normalizacdo glicémica, enquanto 0s
animais septicos desenvolveram hipoglicemia sustentada.

O tratamento com cilostazol ndo alterou o comportamento glicémico nos
diferentes grupos. Pelo seu mecanismo de agédo o farmaco ao inibir PDE3 promove
aumento na concentracdo de cAMP que por sua vez poderia interferir na sinalizagao
operada pelo glucagon, favorecendo elevacdo glicémica, piorando o quadro de

hiperglicemia. Porém, a administragdo do farmaco ocorreu em periodo de
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normalizacdo glicémica, que antecede a fase hipoglicémica. Isso justificar a nao
alteracéo na glicemia em funcao do tratamento com cilostazol.

Sabe-se que na sepse a liberacdo de diversos mediadores, como o NO e
citocinas pro-inflamatdrias altera o tdnus e a permeabilidade vascular, resultando em
hipovolemia e hipoperfuséo tecidual, conduzindo ao desenvolvimento de disfuncéo
multipla organica (SHIH et al., 2008). Estudos também ja demonstraram que niveis
elevados de citocinas pro-inflamatorias se correlacionam diretamente com severidade
e mortalidade na sepse em humanos (MIRA et al., 1999).

A proposta do presente trabalho desenvolvido, foi promover uma melhora
hemodindmica no inicio da sepse com a utilizacdo do cilostazol, pelas suas
propriedades vasodilatadoras, podendo assim prevenir o desenvolvimento de
disfuncdo orgénica tardia. Para avaliarmos tal proposta determinamos diferentes
marcadores bioquimicos de lesao tecidual.

Os animais sépticos apresentaram comprometimento na funcéo hepatica pela
elevacao nos niveis de AST e ALT, na funcdo renal pela elevacdo da ureia e
apresentaram comprometimento em perfusao tecidual comprovado pela elevagéo na
concentracdo sérica de lactato. O tratamento com cilostazol trouxe melhora somente
nesse ultimo parametro, muito associado ao seu mecanismo de acao vasodilatador,
gue no inicio da sepse possibilitaria uma melhora em perfusdo tecidual e menor
geracédo de lactato posteriormente.

A ocorréncia de disfuncdo hepética precoce na sepse € caracterizada por niveis
elevados de aminotransferases sinalizando degenera¢ao hepatocelular e necrose. As
lesbes que ocorrem no tecido sdo multifocais, normalmente envolvendo células
parenquimatosas do figado, apresentando comumente infiltrados de neutréfilos em
um padréo difuso espalhado por todo o parénquima hepéatico (CORRAL et al., 2005;
TSAO et al., 2011).

JA o comprometimento renal na sepse pode ser identificado através da
determinacdo da concentracdo sérica de ureia ou creatinina. Esses marcadores
infelizmente sofrem influéncia de alguns fatores extrarrenais, como por exemplo, a
producédo de creatinina € influenciada por fatores como massa muscular, idade, sexo
e secrecdo renal. A ureia também apresenta alguns interferentes como taxa de
producdo nao constante e reabsorcdo tubular significativa, principalmente em
situacdes de esgotamento de volume (BJORNSSON 1979; LEELAHAVANICHKUL et
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al., 2014). Apesar disso, a utilizacdo desses marcadores representa uma importante
forma de avaliacéo de leséo renal.

O comprometimento renal na sepse € muito relevante, estudos sugerem que a
sobrevivéncia de pacientes com sepse esté intimamente relacionada com a melhora
na funcéo renal, e o desenvolvimento das lesdes renais se associam a ocorréncia de
isquemia e resposta inflamatoria tecidual (SCHRIER; WANG, 2004; LEVY et al.,
2005).

Se a disfuncdo cardiovascular progressiva € a principal causa da rapida
deterioracdo no choque séptico irreversivel ou simplesmente um passo final em um
na resposta inflamatéria descompensada ainda néo esta totalmente claro. Da mesma
forma, os fatores que contribuem para a disfungéo cardiovascular na sepse nao foram
completamente definidos. No entanto, a hipoperfusdo e hipoxia tecidual sdo uma
marca caracteristica da sepse grave. As consequéncias metabdlicas da insuficiéncia
tissular é a glicolise anaerdbica com aumento na producdo de lactato e ions
hidrogénio, acidose, diminuicdo da producdo de energia mitocondrial, homeostase
iOnica perturbada nas membranas celulares e capacidade funcional reduzida das
células do tecido (VINCENT; DE BACKER, 2005; ROMERO-BERMEJO et al., 2011;
LIN; LEE; WU, 2014). A determinacdo do lactato na sepse, portanto € de grande
importancia, por retratar a perfuséo tecidual, e principalmente agora apos a ultima
atualizacdo dos critérios diagnosticos da sepse.

O tratamento com cilostazol trouxe uma melhora na perfusdo sanguinea, que
pode ser associado a melhora hemodinamica no inicio da sepse promovida pela sua
acao vasodilatadora, garantindo a manutencao do ténus vascular que proporcionou
adequada perfusao tecidual. Outros mecanismos de acdo do farmaco também podem
justificar a melhora em alguns paréametros obtidos ao longo do trabalho, porém, a
chave para permitir a melhora em outros parametros na sepse, possa ser mesmo a
melhora hemodinamica inicial, trazendo ganhos na perfuséo tecidual, prevenindo o

desenvolvimento de disfun¢do orgéanica, fornecendo assim tempo ao organismo.
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7 CONCLUSAO

O cilostazol melhorou a resposta vasoconstritora obtida para fenilefrina e
angiotensina Il in vivo e em anel de aorta isolado para fenilefrina e Cloreto de potassio

nos animais sépticos, prevenindo o desenvolvimento de hiporreatividade.

Cilostazol restaurou a resposta na frequéncia cardiaca para isoprenalina nos

animais sépticos, melhorando a resposta cardiaca.

A resposta obtida no fluxo sanguineo renal ndo foi alterada pelo cilostazol,
porém 0s animais sépticos tratados apresentaram aumento em seu valor basal,

demonstrando preservacgao no fluxo sanguineo nesses animais.

Cilostazol preveniu a ocorréncia de hemoconcentracdo nos animais sépticos,

sendo esse um marcador indireto de melhora na permeabilidade vascular.

Cilostazol preveniu o aumento da atividade de mieloperoxidase e infiltracao
leucocitaria no pulmé&o de animais sépticos, diminuindo o recrutamento de neutrofilos

e inflamagéao no tecido.

Cilostazol apresentou melhora hemodinamica e de perfusdo sanguinea aos

tecidos, prevenindo a elevacédo do lactato nos animais sépticos.

Nossos resultados demonstram que o uso de inibidores de PDEs como o
cilostazol pode representar uma importante ferramenta terapéutica complementar
para o tratamento da sepse, desde que utilizados em momentos iniciais do

desenvolvimento da sindrome.
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