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Impacto esperado da tese na sociedade

O nosso estudo abordou uma das complicagdes mais sérias, a sepse, que
€ uma doencga grave e uma das principais causas de mortalidade hospitalar. O
objetivo central da nossa pesquisa foi investigar se os corpos cetdnicos,
substancias que o corpo produz como fonte de energia alternativa em situagdes
como o jejum, poderiam ser um tratamento inovador para reverter ou diminuir o
impacto da reducgao da funcéo do coragao que ocorre na sepse. Neste contexto,
descobrimos que os corpos cetbnicos tiveram um efeito protetor notavel no
coragao afetado pela sepse. A pesquisa indicou que, ao fornecer uma fonte
energética mais eficiente, os corpos cetbnicos ajudaram o musculo cardiaco a
se recuperar e a evitar o dano progressivo. Além disso, conseguimos identificar
alguns dos mecanismos celulares envolvidos nesse processo de recuperagao,
abrindo caminho para o desenvolvimento de novas intervengdes terapéuticas.
Com base nas evidéncias que encontramos, esperamos que este trabalho
possibilite novas e promissoras alternativas para o tratamento de pacientes
criticos. Acreditamos que, no futuro, a aplicagdo clinica dessas descobertas
podera nao apenas reduzir as complicagbes cardiacas em sobreviventes de
sepse e melhorar a qualidade de vida de milhdes de pessoas, mas também

contribuira para a reducao de custos e da sobrecarga no sistema de saude.



Expected impact of the thesis on society

Our study addressed one of the most severe complications of critical
illness: sepsis, a life-threatening condition and a leading cause of hospital
mortality. The primary objective of our research was to investigate whether
ketone bodies, substances the body produces as an alternative energy source
under conditions such as fasting, could serve as an innovative therapeutic
approach to reverse or mitigate the decline in cardiac function that occurs in
sepsis. In this context, we found that ketone bodies exerted a remarkable
protective effect on the heart affected by sepsis. Our findings indicated that, by
providing a more efficient energy substrate, ketone bodies supported the
recovery of cardiac muscle and helped prevent progressive cellular damage.
Additionally, we identified some of the cellular mechanisms involved in this
recovery process, paving the way for the development of future therapeutic
strategies. Based on the evidence obtained, we hope that this work will contribute
to new and promising alternatives for the treatment of critically ill patients. We
believe that, in the future, the clinical application of these findings may not only
reduce cardiac complications in sepsis survivors and improve the quality of life
for millions of individuals, but also lessen healthcare costs and reduce the burden

on medical systems.
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Resumo



Introdugao: A cardiomiopatia séptica resulta da remodelagdo cardiaca (RC)
induzida pela sepse, no qual, a disponibilidade de substratos energéticos
desempenha um papel fundamental. Os corpos cetbénicos, especialmente o -
hidroxibutirato (3-OHB), destaca-se como fonte alternativa de energia para o
miocardio, assim, a suplementagdo com corpos cetdnicos surge como potencial
estratégia terapéutica. Objetivo: Avaliar o efeito da suplementagdo com corpos
cetbnicos na RC e mortalidade em modelo de sepse induzida por ligadura e
puncdo cecal (CLP) em ratos. Métodos: Ratos Wistar foram submetidos ao
modelo CLP e alocados em 4 grupos: sham (C), sham + corpos cetbnicos
(CBHB), sepse (S) e sepse + corpos cetdnicos (SBHB). A suplementagao foi
administrada via gavagem (10g/kg/dia) por 7 dias. Apos esse periodo, os animais
foram submetidos a ecocardiograma, estudo in vivo, eutanasia, in vitro, analises
morfométricas e bioquimicas. As analises estatisticas foram realizadas com
modelo linear generalizado (p<0,05). Resultados: A sepse induziu RC,
disfungao contratil e alteragdes metabdlicas e moleculares. A suplementacao
com [(B-OHB atenuou a hipertrofia dos miécitos e reduziu a fibrose intersticial,
além de melhorar parametros contrateis no musculo papilar. O tratamento
promoveu reprogramacao metabdlica e redox, com maior utilizagdo de corpos
cetbnicos, remodelamento de fosfolipidios e modulacdo de microRNAs
associados a inflamagéo e a homeostase energética. Apesar de nao reverter
integralmente a disfungdo cardiaca global, o B-OHB exerceu alteragdes
morfoldgicas e bioquimicas, sugerindo seu potencial como estratégia terapéutica
na disfuncdo cardiaca séptica. Conclusées: A suplementacdo com B-OHB
atenuou a RC séptica por meio de agdes estruturais, funcionais, metabdlicas e
epigenéticas, configurando um potencial adjuvante terapéutico na disfungéo

cardiaca associada a sepse.

Palavras-chave: Sepse; cardiomiopatia séptica; remodelagao cardiaca; corpos

cetdnicos; Beta-hidroxibutirato.
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Abstract



Introduction: Septic cardiomyopathy arises from sepsis-induced cardiac
remodeling (CR), in which the availability of energy substrates plays a
fundamental role. Ketone bodies, particularly B-hydroxybutyrate (B-OHB), are
highlighted as an alternative energy source for the myocardium, and their
supplementation has emerged as a potential therapeutic strategy. Objective: To
evaluate the effects of ketone body supplementation on CR and mortality in a rat
model of sepsis induced by cecal ligation and puncture (CLP). Methods: Wistar
rats were subjected to the CLP procedure and allocated into four experimental
groups: sham (C), sham with ketone body supplementation (CBHB), sepsis (S),
and sepsis with ketone body supplementation (SBHB). Supplementation was
administered via gavage (10 g/kg/day) for seven days. After treatment, the
animals underwent echocardiographic evaluation, in vivo functional study,
euthanasia, and subsequent in vitro morphometric and biochemical analyses.
Statistical analyses were performed using a generalized linear model, with
significance set at p < 0.05. Results: Sepsis induced cardiac dysfunction,
morphological alterations, and metabolic and molecular disturbances.
Supplementation with 3-OHB attenuated myocyte hypertrophy and prevented
interstitial fibrosis, in addition to improving contractile parameters in papillary
muscle preparations. The treatment promoted metabolic and redox
reprogramming, characterized by increased ketone body utilization, phospholipid
remodeling, and modulation of microRNAs associated with inflammation and
energy homeostasis. Although B-OHB did not completely reverse global cardiac
dysfunction, it induced significant morphological and biochemical improvements,
suggesting a cardioprotective role in septic cardiomyopathy. Conclusions:
Supplementation with B-OHB attenuated sepsis-induced cardiac remodeling
through structural, functional, metabolic, and epigenetic mechanisms, supporting
its potential use as an adjuvant therapeutic strategy in sepsis-associated cardiac

dysfunction.

Keywords: Sepsis; septic cardiomyopathy; cardiac remodeling; ketone bodies;

B-hydroxybutyrate.
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Introducao



A sepse é definida como uma disfungédo organica potencialmente letal
causada por resposta fisioldgica desregulada a uma infeccdo [1], sendo
reconhecida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como problema de
saude publica [2]. Representa a principal causa de morte em Unidade de Terapia
Intensiva (UTI), a principal causa de readmissdes hospitalares e o motivo de
maior custo em hospitalizagdo nos Estados Unidos da América (EUA) [3].

Em situagdes graves, a sepse pode evoluir para o que se denomina
choque séptico, um estado de insuficiéncia circulatéria aguda. O choque séptico
€ caracterizado pela presenca da sepse somada a necessidade de
administracao de drogas vasoativas para manter a pressao arterial média maior
ou igual a 65 mmHg, mesmo apds a ressuscitacdo volémica, acompanhada por
concentracbes séricas de lactato superiores a 2mmol/L [4]. As alteragdes
fisiopatoldégicas do choque séptico incluem liberacdo exacerbada de
catecolaminas, citocinas e mediadores inflamatoérios, contribuindo para a
progressao da disfungao organica, e para o aumento da mortalidade [5, 6].

Estima-se que, globalmente, o choque séptico atinge cerca de 15 a 19
milhdes de pessoas por ano. Em 2017, registraram-se aproximadamente 48,9
milhdes de casos de sepse em todo o mundo, com cerca de 11 milhdes de 6bitos,
0 que representou cerca de 19,7 % de todas as mortes globais [7]. No Brasil, a
taxa de mortalidade por sepse chega a 50%, e nos casos em que sua
manifestagcdo se agrava, como no choque séptico, a taxa se eleva, podendo
chegar até 55,7% [8].

Apesar dos avangos no diagndstico e tratamento, as complicagdes
organicas da sepse representam desafios clinicos significativos. Pode afetar
multiplos érgéos, levando a faléncia organica e piorando o prognéstico desses
pacientes. A cardiomiopatia induzida pela sepse, também denominada
cardiomiopatia séptica ou disfuncdo miocardica séptica, refere-se ao
comprometimento da funcao cardiaca resultante da sepse [9]. Cerca de 50% dos
pacientes com sepse desenvolvem cardiomiopatia séptica [10], condicdo
fortemente correlacionada com desfechos desfavoraveis [11], pois contribui para
a instabilidade hemodinamica e aumenta em até 70% o risco de mortalidade [12,
13].
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As vias que estdo envolvidas na lesdo miocardica induzida pela sepse
ainda estdo sendo exploradas. Até o momento, sabe-se que liberagdo de
substancias depressoras miocardicas, regulagado negativa de vias adrenérgicas,
liberagcdo de o&xido nitrico, EROs, anormalidades no metabolismo de calcio,
disfungdo mitocondrial, metabolismo energético, perturbagcdo microvascular
coronariana e regulagao negativa de genes estao fortemente implicados [14, 15,
16].

Apos o choque séptico, observa-se alteracdes funcionais e estruturais que
se enquadram no conceito de remodelag¢ao cardiaca (RC) [17, 18]. Esse termo
refere-se as mudancgas estruturais e funcionais do miocardio decorrentes de
estimulos inflamatorios e metabdlicos, frequentemente associadas a disfuncéo
miocardica e a piora do prognostico em pacientes sobreviventes [18, 19].

Embora ainda ndo haja consenso absoluto, ha evidéncias de que a RC
induzida pela sepse possa ser reversivel [20]. A definicdo atual caracteriza a
cardiomiopatia séptica como dilatagdo ventricular, aumento da complacéncia
ventricular e pressao de enchimento de normal a baixa, além de elevagéo das
citocinas inflamatérias. Essa condigéo difere do padréo de choque cardiogénico,
em que as pressdes ventriculares estdao elevadas, fracdo de ejegao (FE)
reduzida, sem reducao do volume sistolico e resposta reduzida a ressuscitagao
volémica e catecolaminas [21].

Tradicionalmente, a RC é descrita como potencialmente reversivel, no
entanto, nossos achados experimentais, dados n&o publicados, indicam que a
RC induzida pela sepse pode apresentar caracteristicas estruturais persistentes,
diferente do que hoje é proposto.

Considerando a disfungdo mitocondrial e o comprometimento do
metabolismo energético observados na sepse, 0 miocardio passa a depender de
fontes energéticas alternativas, como os corpos cetdnicos, que fornecem uma
via metabdlica mais eficiente em estados inflamatérios graves [22].

Os corpos cetbnicos fornecem uma fonte adicional quando os acidos
graxos e a glicose néo podem satisfazer totalmente as demandas de energia,
como ocorre na insuficiéncia cardiaca (IC) ou no jejum prolongado [23]. Em
situagdes de estresse metabdlico, ele pode ser preferencialmente utilizado por

tecidos de alta demanda energética como o coragdo. Além disso, suas
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propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias revelam-se pertinentes nesse
contexto [23, 24].

Os corpos cetbnicos sao subdivididos em trés tipos: as acetonas,
acetoacetatos e os B-hidroxibutiratos (3-OHB), sendo o ultimo o mais abundante
e estudado [24, 25]. Eles sdo metabdlitos endégenos produzidos pelo figado, em
particular sob condigdes de jejum prolongado, privagédo de glicose ou exercicios
de alta intensidade [26]. O figado sintetiza corpos ceténicos a partir de acidos
graxos a fim de fornecer substrato para a produ¢do adenosina trifosfato (ATP),
principalmente para os Orgaos extra-hepatico, como ceérebro, musculo
esquelético e coragao [27,28].

Além de sua produgao enddgena, a cetose também pode ser alcangada
por meio da suplementagdo exdgena ou pelo uso de medicagbes como 0s
inibidores do cotransportador de sdédio-glicose (SGLT2), que além de suas
aplicabilidades no tratamento de diabetes tipo 2, IC e doencga renal crénica, sdo
responsaveis por aumentar a concentragao sérica de corpos cetdnicos [29].

A fonte alternativa de energia fornecida pelos corpos cetdnicos pode ser
particularmente util em situacdes de estresse metabdlico, como a sepse. Nesse
contexto, corpos cetbnicos podem ser eficientes como combustivel alternativo e
desempenhar papel de molécula de sinalizagédo, exercendo efeito antioxidante e
anti-inflamatério [30]. Embora os efeitos na fungéo e estrutura cardiaca ainda
nao estejam completamente elucidados, evidéncias experimentais indicam
potenciais beneficios.

Os corpos cetbnicos, além de representarem importante fonte de energia
alternativa, também atuam como moléculas sinalizadoras, capazes de modular
o estado redox mitocondrial, regular vias inflamatorias e influenciar a expresséo
génica, desempenhando, assim, um papel duplo de substrato metabdlico e
regulador celular [31].

Além dos efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes descritos, ha indicios
recentes de que os corpos cetdnicos em particular o 3-OHB, possam modular a
deposigao de colageno e atenuar a fibrose miocardica [10, 32], contribuindo para
a prevencgao ou reversao parcial da cardiomiopatia séptica.

Evidéncia recente sugere que a administracdo do B-OHB tem efeitos

promissores na sepse, incluindo reducao do processo inflamatdrio [33]. Esse
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efeito em parte, ocorre pela inibigdo da ativagcdo do inflamassoma, complexo
multiproteico do sistema imune inato, que atua na detecgéo de sinais de perigo
(DAMPs) e padroes moleculares associados a patégenos (PAMPs), entre seus
principais componentes estdo a Proteina adaptadora com dominio de
recrutamento de caspase (ASC), caspase-1 e o sensor dominio de pirina
contendo 3 (NLRP3). A inibicdo da ativagdo do NLRP3 reduz a liberagao de
citocinas pro-inflamatoérias e, consequentemente, a resposta inflamatoria
sistémica [34, 35].

Em modelos experimentais de sepse, a administracao de 3-OHB reduziu
a inflamacéao sistémica e modulou a resposta imune. Em estudo com modelo
murino de sepse induzida por lipopolissacarideo (LPS), camundongos tratados
com [B-OHB apresentaram menores niveis de citocinas pro-inflamatorias e
reducdo da ativacao do inflamassoma NLRP3 quando comparados aos controles
nao tratados [35]. Esses achados sugerem efeito anti-inflamatério e potencial
cardioprotetor mediado pela inibicdo da ativagcdo de vias pré-inflamatorias
dependentes da caspase-1 [35, 36, 37].

Em estudos pré-clinicos de insuficiéncia cardiaca (IC), observou-se
aumento na expressdo da enzima [B-hidroxibutirato desidrogenase 1 (BDH1),
responsavel pela interconversdo metabdlica entre B-OHB e acetoacetato [37].
Esse aumento parece refletir uma adaptacdo metabdlica do miocardio
insuficiente, favorecendo o uso de corpos cetbnicos como substrato energético
alternativo e reduzindo o estresse oxidativo mitocondrial [38—-39].

As vias de modulacdo da suplementagdo sao amplas e incluem a
modulagdo da expressdo de microRNAs (miRNAs). Estudo em modelo
experimental, sugere que o B-OHB podem atenuar miRNAs envolvidos na
regulacdo da resposta inflamatéria, como miR-195 [40]. Nao temos estudos
realizados, especificamente, na sepse e fung¢ao cardiaca, mas na disfuncao renal
houve alteragdes na expressdao do miR-126, miR-34a e miR-181c [41-43],
influenciando a ativagdo de vias de sinalizagdo inflamatérias, incluindo o
inflamassoma NLRP3.

O eixo intestino-coragao tem emergido como uma via fisiopatolégica de
interesse crescente, particularmente na sepse. Evidéncia experimental, indica

que a sepse promove disbiose intestinal, aumento da permeabilidade da barreira
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mucosa e translocagao bacteriana, fendmenos que potencializam a inflamagao
sistémica e contribuem para a disfungéo miocardica [44].

Estudos em modelos animais sugerem que a suplementagdo com corpos
cetdnicos ou a indugdo de cetose nutricional pode atenuar tais alteracoes,
preservando a integridade da barreira intestinal e modulando favoravelmente a
composi¢cao microbiana [45]. Esses efeitos, observados predominantemente em
modelos murinos, estdo associados a redugao da ativacao do inflamassoma e a
melhora de marcadores inflamatérios sistémicos [46]. Em estudos clinicos, a
relagéo entre cetose e microbiota intestinal ainda é pouco compreendida.

Estudos observacionais apontam que, em pacientes com IC e sepse, a
suplementagao com corpos ceténicos pode promover vasodilatagao periférica e
aumento do débito cardiaco [47]. De forma semelhante, ensaio clinico conduzido
por Goossens et al. [48] mostrou que a infusdo exdgena de B-OHB aumentou a
forca muscular em pacientes criticos, mas a magnitude do efeito ndo péde ser
quantificada numericamente. Outro estudo observacional identificou que maiores
concentracbes séricas de B-OHB associaram-se a menor mortalidade em
pacientes sépticos, com mediana de 20,4 pM (IQR 9,2-29,98) em né&o
sobreviventes versus mediana de 54,9 uM (IQR 13,55-120,83) nos
sobreviventes [49]. Apesar desses resultados promissores, as evidéncias ainda
sao limitadas e requerem ensaios clinicos controlados para confirmacdo do
beneficio e definigdo de dose terapéutica segura.

Diante do exposto, propde-se investigar se a suplementacdo com 3-OHB
pode atenuar os efeitos deletérios da sepse sobre o coragédo, com énfase na RC,
no estresse oxidativo e no processo inflamatério. O uso de corpos cetdnicos
desponta como abordagem terapéutica potencial para a cardiomiopatia séptica,
mas 0s mecanismos envolvidos e sua aplicabilidade clinica ainda precisam ser

elucidados por meio de estudos experimentais e clinicos robustos.
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A suplementacdo de corpos cetbnicos atenua a remodelagao cardiaca e
reduz a mortalidade em um modelo experimental de sepse causada por ligadura

e pungao cecal.
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