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RESUMO

Introdugao: Sepse é uma das mais antigas sindromes reconhecidas na historia da medicina. Atualmente,
é descrita como uma resposta inflamatoria sistémica desregulada do hospedeiro a infecgdo que ocasiona
diversos comprometimentos organicos. Neste sentindo, a disfungdo cardiaca é uma das caracteristicas
comum entre 0s pacientes sépticos e contribui para a taxa de mortalidade associada a sepse. Dados
recentes mostraram que a hiporesponsividade cardiaca na sepse esta relacionada a internalizagéo dos B-
adrenoceptores (B-ARs) (Dal Secco, D., et al., 2017). Interessantemente, tem sido apontado o beneficio
hemodinamico com a utilizagdo do esmolol (B-bloqueador) na sepse. E sabido que os B-bloqueadores
apresentam um perfil farmacoldgico distinto entre eles, especialmente no que diz respeito a atividade
simpatomimética intrinseca. Ou seja, alguns B-bloqueadores agem como agonistas parciais nos B-ARs e
portanto, promovem certo grau de inotropismo positivo. Considerando a associa¢do da disfung¢do cardiaca
na sepse com a internalizacdo dos B-ARs, esta tese tem como racional farmacolégico que os f-
bloqueadores com atividade simpatomimética intrinseca (eficacias) variando de “zero” (propranolol,
bisoprolol) a “moderado” (carvedilol<alprenolol<bucindolol) melhorem a fungdo cardiaca e a resposta
inflamatoria por prevenir por competicao a internalizacéo dos B-ARs, e além disso garantam algum grau de
contratilidade cardiaca. Objetivo: Investigar os efeitos do tratamento com B-bloqueadores de diferentes
eficacias em camundongos sépticos.Método: A sepse foi induzida em camundongos C57BL/6 machos (8
semanas) por ligagdo e pungdo cecal, seguida de tratamento com propranolol, bisoprolol, carvedilol,
alprenolol ou bucindolol em doses escolhidas com base na constante de dissociagéo (Kp) e meia-vida de
cada droga. As drogas foram administradas por via intra-peritoneal apds a cirurgia, durante a fase
hiperdinamica da sepse. Apos 24 h de indugéo da sepse, os camundongos foram utilizados nos seguintes

experimentos: a) Ensaio com radioligante [H3] CGP-12177 para estimar a densidade dos receptores 3-ARs
no coragdo; b) RT-qPCR, para avaliar a transcricdo génica; ¢) Ensaio de contragdo in vitro para avaliar a
frequéncia cardiaca (FC); d) Teste imunoenzimatico para quantificar os niveis séricos , cardiacos e em
cultura isolada de macréfagos de troponina-l, IL-18 e TNF; e) bacteremia; f) avaliagdo in vivo da
hemodindmica basal e da resposividade a isoprenalina; g) avaliagdo da curva de sobrevivéncia.
Resultados: Houve reducéo na densidade dos B-ARs na superficie celular cardica e do RNA m para os B+-
ARs em camundongos sépticos. Entretanto, a redugdo da densidade dos B-ARs observada na sepse foi
prevenida pelos tratamentos com propranolol, bisoprolol, alprenolol, mas ndo pelo carvedilol ou bucindolol.
Interessantemente, foi observado aumento do transcrito do RNAm que codifica 0 1-AR no coragéo de
camundongos sépticos tratados com propranolol, bisoprolol, carvedilol ou bucindolol. Mais ainda, a
reatividade do coragdo camundongos sépticos a isoprenalina foi severamente comprometida, mas os.
tratamentos com propranolol e alprenolol reverteram parcialmente a reatividade. Adicionalmente, os
camundongos sépticos apresentaram altos niveis de troponina-l, IL- 18 e TNF. O tratamento com todos os
B-bloqueadores reduziu os niveis séricos e local tanto de IL-1B quanto de TNF, bem como em cultura
isolada de macrdfagos. Entretanto, somente os tratamentos de camundongos sépticos com propranolol ou
alprenolol reduziram os niveis plasmaticos de troponina-l. Além disso, o propranolol reduziu a bacteremia,
embora ndo tenha efeito microbicida. Camundongos sépticos apresentaram hipotenséo e bradicardia e os
tratamentos destes animais com propranolol, bisoprolol ou alprenolol preveniram parcialmente tanto a
hipotens&@o quanto a bradicardia, bem como resturaram o efeito cronotrépico da isoprenalina. Mais ainda,
estes tratamentos aumentaram a sobrevida dos camundongos sépticos. Conclusdo: A presente tese
apresenta os fundamentos farmacolégicos para uma nova abordagem no tratamento da sepse, uma vez
que B-bloqueadores com eficacia zero (propranolol e bisoprolol) e com atividade simpatomimética
intrinseca moderada (alprenolol) melhoraram a resposividade cardiaca ex-vivo e in-vivo, reduziram a
resposta inflamatéria sistémica e local (no tecido cardiaco), diminuiram a les&o cardiaca e aumentaram a
taxa de sobrevivéncia na sepse.

PALAVRAS-CHAVES: Sepse. Disfungao cardiaca. -bloqueadores.Eficacia
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ABSTRACT

Introduction: Sepsis is one of the oldest known syndromes in the history of medicine. Nowadays, it is
described as a dysregulated systemic inflammatory response of the host to infection, which leads to several
organical injuries. Thus, cardiac dysfunction is one of the common characteristics in septical patients and
contributes to the mortality rate associated to sepsis. Recent data have shown that cardiac
hyporesponsiveness in sepsis is related to B-adrenoceptors (-ARs) internalization (Dal Secco, D., et al.,
2017). Interestingly, beneficial in hemodynamics has been showed in sepsis with the use of esmolol (B-
blocker). It is known that B-blockers present a distinct pharmacological profile among them, specially
regarding its intrinsic sympathomimetic activity. That is, some B-blockers acts as partial agonists in the (-
ARs and therefore, promote some degree of positive inotropism. Considering the association between
cardiac dysfunction in sepsis and the internalization of B-ARs, this thesis presents as pharmacological basis
that B-blockers presenting intrinsic sympathomimetic activity (efficacy) ranging from “zero” (propranolol,
bisoprolol) to “moderate” (carvedilol<alprenolol<bucindolol) improve cardiac function and inflammatory
response by preventing by competition the internalization of $-ARs and also guaranteeing some degree of
cardiac contractility. Aim: To investigate the effects of treatment with B-blockers presenting different
efficacies in skeptical mice. Methods: Sepsis was induced in C57BL/6 male mice (8 weeks) by cecal
ligation punction, followed by treatment with propranolol, bisoprolol, carvedilol, alprenolol or bucindolol in
doses chosen based on the dissociation constant (Kp) and half-life of each drug. Drugs were administrated
intraperitoneally after surgery, during the hyperdynamic phase of sepsis. After 24 h from induction of sepsis,
mice were used into the following experiments: a) Binding assay [H3] CGP-12177 to estimate B-ARs density
in the heart; b) RT-qPCR to evaluate genetic transcription; c¢) in vitro contraction assay to evaluate cardiac
frequency (CF); d) immunoenzymatic assay to quantify levels of troponin-I, IL-18 e TNF levels in serum,
heart tissue and in isolated culture of macrophages; €) bacteremia; f) in vitro evaluation of basal
hemodynamic and responsiveness to isoprenaline; g) evaluation of survival curve. Results: There was a
reduction in density of B-ARs in cardiac cells surface and in mRNA to B+-ARs in septical mice. However,
reduction in density of B-ARs in sepsis was prevented by treatment with propranolol, bisoprolol, alprenolol,
but not by carvedilol or bucindolol. Interestingly, it was observed an increase in mRNA transcripts to B1-AR
in heart from septical mice treated with propranolol, bisoprolol, carvedilol or bucindolol. Also, septical mice
heart reactivity to isoprenaline was greatly compromised, but treatments with propranolol and alprenolol
partially recovered heart reactivity. Moreover, septical mice presented high levels of troponin-I, IL- 1B e
TNF. Treatment with all B-blockers reduced serum and local levels of IL-1 and TNF, as well as in isolated
culture of macrophages. Nevertheless, only treatments with propranolol or alprenolol in septical mice
reduced plasma levels of troponin-l. Also, propranolol reduced bacteremia, although no microbicide effect
was observed. Septical mice presented hypotension and bradycardia and treatment with propranolol,
bisoprolol or alprenolol partially prevented both hypotension and bradycardia, as well as the recovery of
chronotropic effect of isoprenaline. Moreover, treatments increased survival rate in septical mice.
Conclusion: This thesis presents pharmacological basis to a new approach in sepsis treatment, since B-
blockers presenting efficacy “zero” (propranolol and bisoprolol) and presenting “moderate” intrinsic
sympathomimetic activity (alprenolol) improved ex-vivo and in vitro cardiac responsiveness, reduced
systemic and local (cardiac tissue) inflammatory response, reduced cardiac injury and increased survival
rate in sepsis.

KEYWORDS: Sepsis. Cardiac Dysfunction. B-blockers Efficacy
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Introdugao

Sepse: do contexto historico as bases atuais

Sepse é uma das mais antigas sindromes reconhecidas na histéria da medicina. Derivada da
palavra grega “sepo” - onmw (sapro; apodrecer), sua primeira descricdo € encontrada nos poemas de
Homero (928 a.C), quando ele se referia ao “estado podre da matéria”. Hipdcrates (400 a.C.) a
descreveu como um processo de decadéncia bioldgica iniciada por agentes danosos liberados pelo
colon. A nogdo de contagio foi descrita pela primeira vez por Marcus Terentius Varros (100 a.C),
narrando em seu livro De re rustica libri Ill que: “pequenas criaturas invisiveis aos olhos, estao
presentes na atmosfera e, inspirada pelo nariz podem causar doengas graves” (apud FUNK;
PARRILLO; KUMAR, 2009). Cerca de 100 anos depois, 0 médico e filésofo grego Galeno de Pergamon
(129-199 d.C) teorizou que a formagdo de pus era fundamental para a cicatrizagdo de tecidos
lesionados (FREIBERG, 2017).

Em 1546, o médico, matematico, gedgrafo e poeta italiano Girolamo Fracastoro (também
conhecido como Hieronymi Fracastorii, 1483-1553) formulou a “Teoria do Contagio” e descreve trés
formas de contagios: direto, indireto (através de objetos infectados) ou pela transmissdo a distancia
(FRACASTORO; WRIGHT, 1930). No entanto, esta teoria foi refutada e a hipotese mais aceita por
mais de 100 anos foi a da “Geragao Espontédnea de Germes”, ou “Teoria da Abiogénese”. Através de
métodos cientificos simples, embora concludentes, o bidlogo italiano Francesco Redi (1626-1697)
demonstrou que o surgimento de germes so6 era possivel apos o contato direto de um inseto com a
matéria organica e que o impedimento deste movimento (através de uma simples camada de gazes)
impossibilitava seu surgimento (AUGUSTYN et al., 2020). E importante mencionar que os experimentos
de Francesco Redi foram fundamentais para refutar de forma incisiva a Teoria da Abiogénese.

Dentre os acontecimentos que contribuiram de forma decisiva para a refutagdo da Teoria da
Abiogénese estd a descricdo dos germes por Anthonie van Leeuwenhoek (1632-1723), um

comerciante de tecidos holandés e cientista autodidata. van Leeuwenhoek usava lupas para checar a
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qualidade dos tecidos que comercializava e tinha especial interesse na fabricagdo de lentes de
aumento,0 que provavelmente o levou a fabricar seus primeiros microscépios. Sem treinamento formal
cientifico ou médico e por serendipismo?, van Leeuwenhoek é o responsavel por descrever as formas
dos germes, segundo ele, os cocos ou esféricos; bacilos, em forma de bastdes;e espiroquetas de
formas espirais, os quais denominou inicialmente de “animéculos”(VAN LEEUWENHOEK; HOOLE,
1800; WOLLMAN et al., 2015). Por seus estudos, van Leeuwenhoek é considerado por muitos como
um dos pais da Microbiologia.

No século XIX, o cirurgido inglés Joseph Listen (1827-1912) supds que as feridas poderiam ser
vias de acesso de agentes infecciosos ao corpo e, portanto, gerar sepse (LIDWELL, 1987). Em razéo
dessa suposicdo, Listen passou a adicionar 2acido carbdlico aos curativos de feridas resultando em
reducao drastica na taxa de mortalidade resultante da sepse.

A descricdo de que microorganismos no sangue poderiam causar sintomas especificos e
subjetivos foi apontada pela primeira vez em 1914 por Hugo Schottmuller (1867-1936) (BUDELMANN,
1969). A partir de entdo, termos como: septicemia, bacteremia, sindrome séptica e choque séptico
eram empregados sem qualquer critério diagnostico, apenas para indicar que o paciente exibia alguma
resposta sistémica a infeccao.

Entretanto, estes termos ndo davam suporte clinico para distinguir os sinais e sintomas
desencadeados pela sepse. Reconhecendo esta dificuldade, o American College of Chest Physicians
(Colégio Americano de Médicos do Térax) e a Society of Critical Care Medicine (SCCM - Sociedade de
Medicina Intensiva) definiram critérios para fundamentar uma estrutura pratica e sistematica da sepse e
suas sequelas (Quadro 1). Entretanto, os critérios definidos por este 1° Consenso eram limitados e
insuficientes para refletir a pratica clinica, uma vez que a definicdo de sepse poderia ser aplicada a

uma variedade de infecgdes, ndo necessariamente complicadas. Por exemplo: a dor de garganta pode

! Serendipismo- é uma palavra inglesa criada pelo romancista inglés Horace Walpole, em 1754. O termo é baseado de um
conto persa “Os Trés Principes de Serendip”. A histéria retrata a vida de trés principes da llha de Serendip (atual Sri Lanka)
que viviam fazendo valiosas descobertas ao acaso.

2 Acido carbélico ou fenol, era utilizado para cessar o odor em esgotos durante a Revolugao Industrial (1760-1840).
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contemplar dois critérios de Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (Systemic Inflammatory
Response Syndrom - SIRS) tais como leucocitose e febre, e portanto, ser considerada sepse.

Quadro 1: Definico de sepse, sepse severa e choque séptico obtidas através da 12 Conferéncia de
Consenso sobre sepse do Colégio Americano de Médicos de Térax e a Sociedade de Medicina

Intensiva

Critérios de definicao de sepse, sepse severa e choque séptico, derivados da 12 Conferéncia de

Consenso do Colégio Americano de Médicos de Torax e a Sociedade de Medicina Intensiva.

= Sepse- definida como a sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) com o
processo infeccioso confirmado, sendo caracterizada por pelo menos dois fatores a
sequir:

(a) Temperatura > 38° C ou < 36°;

(b) Frequéncia cardiaca > 90 batimentos por minutos;

(c) Frequéncia respiratdria > 20 respiragcdes por minutos ou pressao parcial de CO, <
32 mmHg;

(d) Contagem de gldbulos brancos > 12 000 por mL ou < 4 000 por mL ou 10% de
neutrofilos imaturos.

= Sepse Severa- € definida com a sepse associada a disfungao de 6rgao, hipoperfuséo e
hipotensao.

= Choque Séptico- € um subconjunto da sepse severa e € definida o quadro hipotensivo é

mantidos ap6s a reposicao de fluidos e utilizacdo de drogas inotropicas e vasoativas.

Fonte: (BONE et al., 1992)
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Portanto, com o objetivo de atualizar as diretrizes de manejo para sepse severa e
choque séptico, 0 2° Consenso de Definicdo de Sepse (DELLINGER et al., 2013) reuniu em
2001 diversos pesquisadores das mais diversas areas e assim, ampliaram os critérios de
diagndsticos. Poréem, a maioria dos critérios definidos neste 2° Consenso ainda indicavam
inflamacé&o ou disfungdo de érgéo e continuavam insuficientes para identificar o paciente séptico.

Em razdo destas limitagdes, o 3° Consenso de Definicdo de Sepse foi realizado em
2016 (SINGER et al., 2016) e reconheceu a sepse como uma sindrome que amplifica a resposta
do hospedeiro ao patégeno envolvendo vias pré e anti-inflamatorias e que modifica vias
fisiolégicas ndo imunoldgicas, como: neurais, autondémicas, cardiovasculares, bioenergética e
metabdlicas. Além disso, o 3° Consenso avaliou varias ferramentas para o screnning de
anormalidades, sendo apontado o sistema SOFA (Sepsis-related Organ Failure Assessment)

como instrumento clinico adequado de triagem para risco de mortalidade (Figura 1).

j Paciente suspeito de infeccéo

¥ Condigdes
Ndo | Ainda ha suspeita de @ Néo clinica
qSOFA>2?  ~2 ; =| ¢
Sepse monitoradas
I Sim regularmente
- - ~ - | Sim !
Avgllar eylden{:l'as ﬂpara Veriévers qSOFA
dlsfungao de orgaos -Frequéncia respiratoria = 22 /min
- : L - -Alteracdo Mental
¥ Condigdes Presséo sistlica <100 mmHg
SOFA > 27 | Néo clinicas ' Variéveis SOFA:
monitoradas -PAO,IFIO;
iSim | -Escala Glasgow
regu armente -Pressao Arterial média
' ' -Adm de vasopressor
Sepse -Creatinina no soro ou na urina
-Bilirrubina
-Contagem de plaquetas

Figura 1: Esquema de identificagdo de clinica de pacientes sépticos baseado nas variaveis SOFA e qSOFA.
GSOFA indica quickSOFA uma abordagem répida para a identificagdo da sepse. Modificado de SINGER et al.,
(2016)
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Impacto humano e econdmico da sepse

Durante anos, a dificuldade no reconhecimento da sepse impediu um aporte terapéutico
adequado, resultando em altas taxas de mortalidade. De fato, um estudo conduzido por RUDD et
al., (2020) demonstra que em 1991 houve 15,7 milhdes de morte, enquanto que, nos Ultimos 25
anos houve diminuigdo de aproximadamente 30% nas mortes relacionadas & sepse;
numericamente, isso traduz uma redugéo de 15,7 milhdes de dbitos em 1991 versus 11 milhdes
em 2017.

Um aspecto que dificulta o reconhecimento de seu impacto € que, entre todas as mortes
relacionadas a sepse no ano 2017, aproximadamente 50% teve como origem uma causa ndo
infecciosa (tais como, acidente de transito); uma possivel explicagdo é a exposicdo do paciente a
potenciais riscos nosocomios (DINC et al., 2016; DENSTAEDT; SINGER; STANDIFORD, 2018).
Porém, quando esta estimativa é vista por décadas, o trato respiratorio baixo seguido por
doengas diarreicas e tuberculose ainda s&o as principais causas de mortalidade relacionadas a
sepse (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

No Brasil, numa revisdo sistematica envolvendo 217 leitos de unidades de terapia
intensivas (UTI) de diversas regides brasileiras foi identificado que o foco infeccioso para
desencadear a sepse € similar aos dados supramencionados; além disso, foi estimada taxa de
mortalidade relacionada a sepse acima de 200.000 mil por ano (MACHADO et al., 2017). Outra
observagéo importante contida nesta reviséo sistematica é que néo ha diferenca na mortalidade?
entre o sistema publico e privado de saude. Embora nédo haja diferenga na mortalidade, dados

obtidos do DATASUS (Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde - SUS) tem

3 Mortalidade- é uma variavel que se refere ao conjunto de individuos que morreram em um dado intervalo de
tempo.
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indicado maior taxa de letalidade* relacionada ao SUS quando comparada aos hospitais
privados (QUINTANO NEIRA; HAMACHER; JAPIASSU, 2018).

Mesmo com a redugdo da mortalidade, a incidéncia® e os custos econémicos
relacionados a sepse sdo altos (RHEE et al., 2017 ; KIM et al., 2019). No Brasil, no periodo de
2006 a 2015, a incidéncia foi aumentada em 50,5%, enquanto que os custos estimados
aumentaram 113,3%; o custo anual em valores corresponde a R$312 milhdes de reais entre
2006-2007 e R$624,4 milhdes de reais entre 2014-2015 (QUINTANO NEIRA; HAMACHER;

JAPIASSU, 2018). Como visto, a sepse causa grande impacto econdmico e humano.

Fisiopatologia da Sepse

Como estabelecido no 3° Consenso de Definicdo de Sepse (SEPSE-3), ipsis verbis, a
sepse € uma disfuncdo orgénica que traz risco a vida, causada pela resposta desregulada do
hospedeiro a infecgdo (SINGER et al., 2016). A resposta do hospedeiro a infec¢do € iniciada a
partir do reconhecimento do hospedeiro aos padrdes moleculares associados aos patdgenos
(pathogen-associated molecular patterns — PAMPS, tais como lipopolissacarideos, LPS) e as
proteinas DAMPs (damage-associated molecular patterns) através da ligagdo aos receptores
PRRs (patterns-recognition receptors); os PRRs incluem os receptores semelhantes a Toll (Toll-
Like Receptors, TLRs), receptores de lectinas tipo C (C-Type Lectin Receptors, CLRs),
receptores do gene | induzivel de &cido retindico (retinoic acid-inducible gene-I-like receptors,
RIG-I) e receptores similares ao dominio de oligomerizagédo de ligante de nucleotideo induzido
(NOD-like). A interagdo de PAMPs e DAMPs com seus repectivos receptores ativa um sistema
complexo e redundante de sinalizagdes intracelulares nas células imunes, as quais culminam em

respostas pré-inflamatorias e anti-inflamatorias.

4 Taxa de letalidade- relaciona o nimero de dbitos por determinada causa e o nimero de pessoas que foram
acometidas por tal doenga ou sindrome.

5 Incidéncia- é o nimero de casos novos de uma determinada doenga ou sindrome que foi iniciado no mesmo local
e periodo.
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Tanto o eixo pro-inflamatorio quanto o anti-inflamatério séo importantes para conter o
curso clinico das infecgdes. Entretanto, é sabido que durante a sepse a intensidade e a dire¢éo
na qual essas vias sinalizam s&o grandemente amplificadas e provocam danos teciduais, perda
de fungéo e aumento na susceptibilidade a doencas.

No eixo pré-inflamatorio, os fagocitos séo ativados a fim de eliminar a invasdo dos
patogenos. A ativagdo fagocitaria aumenta a produgcdo de citocinas pré-inflamatorias (por
exemplo: TNF-a, IL-1B3, IL-6) e de moléculas e enzimas proteoliticas. No entanto, os produtos
microbicidas gerados pelas células imunes (tais como: Espécies Reativas de Oxigénio ou
Reactive Oxygen Species - ROS, 6xido nitrico - NO e enzimas lisossémicas) e as moléculas
produzidas pelos fagolisossomos sé@o capazes de gerar lesdo tecidual e consequentemente,
disfungdo orgénica e morte (Figura 2A) (ZHANG et al., 2010). De fato, monaocitos isolados de
pacientes sépticos apresentam niveis aumentados de ROS e NO (SANTOS et al., 2016), e isto
tem sido associado aos mecanismos de indugdo de encefalopatias (HERNANDES et al., 2014),
disfungdo cardiaca (YAO et al., 2015 ; POTZ; SELLKE; ABID, 2016), lesao renal (GATICA et al.,
2020) e injurias hepaticas (GUO et al., 2014) observados na sepse. De forma complementar, a
formacdo de NETs (Neutrophil Extracellular Traps), um novo mecanismo microbicida dos
neutréfilos, também tem sido relatada na sepse (BRINKMANN et al., 2004). De fato, o
envolvimento de NETs na les&o tecidual ja foi descrito (NAKAZAWA et al., 2017; MARTINOD et
al., 2017; DIMMELER; ZEIHER, 2017) e recentemente, foi observado uma correlagdo positiva
entre os niveis de NETs no soro e o risco de mortalidade em pacientes sépticos pediatricos
(COLON et al., 2019a).

A ativagdo do eixo anti-inflamatério limita a inflamacdo e contém a injuria tecidual (Figura
2B). Inicialmente, 0 aumento de citocinas pré-inflamatorias (tais como, TNF-a., IL-13 € IL-6) leva
0 endotélio vascular a produzir selectinas, ligantes de integrinas e quimiocinas com a finalidade

de permitir a migragdo de mondcitos e neutréfilos para o foco infeccioso (GINHOUX; JUNG,
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2014). No entanto, a abundancia de citocinas durante a sepse prejudica todo o endotélio
vascular, inclusive a integridade da barreira hemato-encefélica (POBER; SESSA, 2007). As
citocinas que atingem o sistema nervoso central (SNC), ativam as microglias e mecanismos
neurais sdo acionados para conter a inflamagao. Tais reflexos neuro-inflamatorios modulam o
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e o sistema nervoso autondmico simpatico.

No eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, o processo modulatério é iniciado em neurdnios
hipotaldmicos que atuam como transdutores neuroendodcrinos sintetizando e liberando a
corticotropina (CRH), a qual € transportada pelo sistema vascular porta hipotaldmico-hipofisario e
interage com seus receptores metabotropicos (CRH-1 e CRH-2) presentes na adenohipéfise
promovendo a liberagdo de horménio adrenocorticotréfico (ACTH) na circulagéo sistémica. O
ACTH atua nas células do cortex da glandula adrenal liberando cortisol (KANCZKOWSKI et al.,
2015). O cortisol é responsavel por reduzir a inflamagao (STRAUB; CUTOLO, 2016). A literatura
tem sugerido que a exposicdo intermitente ao cortisol suprime a expressdo de um antigeno
leucocitario humano (especificamente HLA-DR) em células mieldides ou linfocitos T, apontando
o envolvimento do cortisol na imunossupressao presente na sepse (LE TULZO et al., 2004)
(Figura 2B8). Adicionalmente, altos niveis de cortisol tem sido correlacionados com a severidade
de varias doencas ou sindromes (YEHYA et al., 2016), inclusive a sepse (NGUYEN et al., 2014).
Dentre os varios fatores que podem estar envolvidos, acredita-se que a reducéo da expressao e
da atividade de enzimas responsaveis pela metabolizacdo hepatica e renal de cortisol
contribuem para a hipercortisolemia observada em doengas criticas e consequentemente com a
imunossupressao na sepse (BOONEN et al., 2013; BOONEN; VAN DEN BERGHE, 2016).

No que diz respeito a atividade do sistema nervoso autondmico simpatico (SNAS), a agéo de
citocinas no endotélio hemato-encefalico leva @ produgao de prostaglandina-E> (PGE2), a qual
estimula neurbnios da area pré-optica hipotalamica que por sua vez aumentam a atividade de

neurdnios do nucleo para-ventricular (NPV). O NPV estimula a medula ventrolateral rostral
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permitindo a liberagdo de glutamato. A ativagdo glutamatérgica estimula os neurbnios pré-
ganglionares simpaticos localizados na coluna intermédio-lateral da medula espinhal. De fato, a
estimulagdo glutamatérgica € aumentada na sepse (ZHE et al., 2018). Em seguida, a acetilcolina
(ACh) é liberada no ganglio autonémico, onde ativa receptores nicotinicos presentes no neuronio
simpatico pos-ganglionar, o qual libera noradrenalina em diversos 6rgaos, dentre eles o coragdo
(Figura 2B9). Além disso, os neurbnios pré-ganglionares simpaticos liberam ACh na medula da
gléndula adrenal e um storm catecolaminérgico é gerado (Figura 2B8). De fato, durante a sepse
ha altas concentragbes de noradrenalina e adrenalina no plasma (FLIERL et al., 2007;
KANDASAMY et al., 2015) e na urina (JAN et al., 2019). Adicionalmente, a literatura tem
sugerido que o estresse adrenérgico reduz a expressao do transportador de glicose em células T
CD8* (QIAO et al., 2019) ocasionando reprogramacdo metabdlica e imunossupresséo, redugéo
na densidade de adrenoceptores o1 (oi1-ARs) no musculo liso vascular e adrenoceptores [B1-
(B1-ARs) no coragao provocando, respectivamente, vasoplegia e insuficiéncia cardiaca. (TANG;
LIU, 1996) (DAL-SECCO et al., 2017)

Outro aspecto importante a ser mencionado € que durante a sepse as redes de sinalizagdes
intracelulares regulam a expressao de distintas classes génicas e condicionam o organismo
séptico na manutengéo do estado inflamatorio (através da expresséo de citocinas inflamatérias,
tais como a IL-13) (ZHAO et al., 2020) e hiporeativo (através do aumento da expresséo de GRK-
2, uma proteina que inicia o processo de dessensibilizagdo de receptores) (KANDASAMY et al.,

2015).
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Figura 2: Fisiopatologia da Sepse. Painel A: ativagdo da via pro-inflamatéria. Painel B: ativagdo da via anti-
inflamatoria. A fisiopatologia da sepse € iniciada (A1) através do reconhecimento do hospedeiro aos padrdes
moleculares associados aos patogenos (por exemplo LPS do patdgeno), em sequéncia, ocorre a ligagdo aos
receptores de reconhecimento padréo (neste caso, Toll-like). Em seguida, a via intracelular e a formag&o de fagécito
sdo ativadas (A2). (A3)Logo apds, a constituicdo do fagolisossomo é mediada pela invaginagdo da membrana com o
patdgeno, enzimas lisossomicas e oxidase. A via intracelular desencadeia a fosforilagdo do IKK permitindo a
translocacéo do NF-KB (composto pelas subunidades p50 e p65) para o nucleo (A3). No nlcleo, o NF-KB induz a
formacdo da enzima iINOS e de citocinas pré-inflamatorias. A iINOS é incorporada ao fagolisossomo. No
fagolisossomo (A3), a destruigdo do patégeno é mediada pela formagéo de 6xido nitrico (NO; via iINOS), peroxinitrito
(produto final da reagdo do NO+ superéxido e peroxido de hidrogénio) e espécie reativa de oxigénio (ROS; produto
final da reducéo do oxigénio molecular). Logo apés, os produtos microbicidas e as moléculas microbianas geradas,
além de, citocinas pré-inflamatérias sdo liberadas no meio extracelular (A5). Na corrente sanguinea, as citocinas e
os produtos liberados pelos fagolisossomos agem em varios 6rgaos, tais como: coragao, rins, pulmé&o, figado e
cérebro, gerando inflamac&o, lesdo e disfungdo. A fim de conter a inflamacéo, os reflexos neuro-inflamatérios séo
ativados (B). O processo ¢ iniciado com a modulagao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e do sistema nervoso
autbnomo simpatico (SNAS) (7). No eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal a finalidade é a formag&o do cortisol e sua
sequente agdo anti-inflamatdria, no entanto, a hipercortisolemia gerada agem em células mieldides (tais como:
mondcito) e em linfécitos (neste caso: célula T). acarretando a supressao e a expressdo de um antigeno leucocitario
humano, causando imunossupresséo (B8). No eixo SNAS, o neurdnio pré-ganglionar simpatico libera acetilcolina no
génglio simpatico (B8) e na adrenal (B7). No ganglio simpatico, o sinal gerado permite a liberagdo de noradrenalina
(NOR) em diversos 6rgaos, incluindo o coracdo (B9). Na adrenal, storm catecolaminérgico é gerado (B8), permitindo
a agao tanto da adrenalina (AD) quanto da noradrenalina em uma variedade de 6rgéos.
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Disfungéo cardiaca associada a sepse (DCAS)

A disfuncdo cardiaca é um importante componente presente na sepse (FENTON;
PARKER, 2016; ZHOU et al., 2017; CHEN et al., 2018), uma vez que a redugdo do fluxo
sanguineo contribui para reducdo da aporte de oxigénio para os tecidos. Neste sentido, a
consequéncia inclue um potencial risco de isquemia, seguido por lesdo e morte tecidual.
Consistente com essa nogao, a literatura tem sugerido que a instalagdo do quadro isquémico
pode agravar o quadro clinico do paciente séptico (SINGER, 2014). Dada sua importancia no
contexto da sepse, duas grandes teorias surgiram na década de 1950 para explicar a disfungéo
cardiaca associada a sepse (DCAS). A primeira teoria propde a existéncia de um fator depressor
do miocardio (especificamente o LPS) e que esta estrutura bioquimica, ainda ndo determinada
na época, contribuiria para a ocorréncia da DCAS (WIGGERS, 1947). A segunda teoria foi
fundamentada em experimentos com caes sépticos utilizando um implante intraperitoneal de
coagulos de fibrina infectados. Segundo os autores, a sepse experimental provocada foi capaz
de gerar quadros isquémicos no coragdo. Baseado nesse dado experimental, foi sugerido que a
DCAS pode esta associado ao quadro de reducdo global da perfusdo miocérdica e, assim,
explicaria a isquémica cardiaca originada na sepse (apud CUNNION; PARRILLO, 1989). No
entanto, DHAINAUT J F et al., (1987) demonstraram que na cardiomiopatia séptica ha aumento
de fluxo coronariano, refutando a nogéo prévia de reducao global da perfusdo miocardica.

Atualmente, tem sido proposto que um conjunto de fatores produz as alteragdes
cardiacas presentes na sepse, dentre eles: a alteracdo na producdo de NO e ROS
(HAILESELASSIE et al., 2017); ativagéo de vias apoptéticas (KONG et al., 2018); alteragdo na
homeostase do célcio (HOBAI et al., 2015) e prejuizo na sinalizagdo B-adrenérgica (DAL-

SECCO et al., 2017), (Figura 3).
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Em situagdes inflamatdrias, a produgdo continua de ROS gera danos oxidativos nas
células. De fato, durante a sepse varios fatores reconhecidamente aumentam a produgdo de
radicais livres, dentre eles, o aumento de expressdo de NOX-1 (GU et al., 2018; LUPTAK et al.,
2019) e iNOS (LUO et al., 2019), gerando respectivamente ROS e NO . Em ultima instancia, ha
aumento na geragdo de espécies reativas de nitrogénio (Reactive Nitrogen Species - RNS)
(IQBAL et al., 2002). Neste sentido, pesquisas tem demonstrado que RNS afetam a cadeia
respiratoria mitocondrial (KOHUTIAR et al., 2018), desviando o curso energético celular de ATP
para lactato. O resultado é o disparo de sinalizagdes intracelulares que levam a morte celular

programada (ZHENG et al., 2017).
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Figura 3: llustragdo dos fatores envolvidos no contexto patolégico da disfungdo cardiaca
associada a sepse. Durante a sepse, 0 aumento de citocinas pro-inflamatérias (A; tais como: TNF-a, IL-
1B e IL-6), radicais livres (B) e catecolaminas (C) sdo capazes de afetar a, respectivamente, a homeostase
do calcio, a cadeia respiratéria mitocondrial e sinalizagdo celular via P+-ARs. Adicionalmente, o
comprometimento mitocondrial reduz a produgéo de ATP e ativa via envolvidas na apoptose celular (D)

No contexto inflamatério séptico, a ligagdo do LPS aos receptores Toll-like 4 ativa a
translocacéo do NF-KB para o nucleo induzindo a produgéo de citocinas pro-inflamatdrias, tais
como: TNF-a, IL-1B e IL-6. E sabido que essas citocinas exercem influéncia no sistema
cardiovascular (BARTEKOVA et al., 2018) e tém papel significativo na DCAS, uma vez que elas
podem levar a reducéo dos niveis do RNAm e da proteina SERCA 2a (KAO et al., 2010) (TSAI et
al., 2015), e ao aumento da expressédo do receptor sensivel ao Ca?* na paratirecide e no rim
ocasionando hipocalcemia (HENDY; CANAFF, 2016). O conjunto destes agravos é o

comprometimento da funcao diastdlica e sistélica, respectivamente.
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Outro aspecto relevante na DCAS é o comprometimento da sinalizagao que envolve B+-
ARs do miocardio. Em razao da importancia dos [31-ARs no controle da for¢a e da frequéncia
cardiaca, o prejuizo na sinalizacao por estes receptores tem sido considerado um dos principais
parametros de risco de mortalidade associado a sepse (SINGER et al., 2016). Apesar do tema
ser relevante, a literatura sobre o tema é escassa. E sabido que a desregulagdo autondmica
simpatica eleva os niveis plasmaticos de catecolaminas (FLIERL et al., 2007; KANDASAMY et
al., 2015) resultando em ativagéo prolongada dos B1-ARs. Por sua vez, os 31-ARs ativados s&o
reconhecidos por proteina-kinases intracelulares (dentre elas a GRK-2, G protein-coupled
receptor kinases), as quais fosforilam os [31-ARs e disparam o processo de dessensibiliza¢do e
internalizacdo destes receptores (HANSEN et al., 2006) (KOMOLQOV; BENOVIC, 2018). Além
disso, a literatura tem sugerido que os niveis de GRK-2 estdo aumentados durante a sepse
(KADOI et al., 2002; DAL-SECCO et al., 2017). Desta forma, tanto a atividade simpatica
aumentada quanto a maior atividade da GRK-2 podem fundamentar a reducdo na densidade e

fung@o dos B1-ARs no miocardio e a perda de efeito de drogas inotrdpicas na sepse.

Manejos farmacoldgicos durante a sepse

A fim de conter o curso infeccioso e hiporeativo presente na sepse, varias abordagens
farmacoldgicas tém sido realizadas com o objetivo de melhorar o percurso clinico do paciente.
Sendo assim, a estratégia terapéutica inicial é identificar o patdgeno e iniciar de imediato o
tratamento medicamentoso.

Varios agentes microbianos podem desencadear o processo infeccioso-inflamatorio da
sepse, mas entre eles, as bactérias gram-negativas tem sido o principal agente causador

R |
(TABAH et al., 2012; DIMOPOULOS et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 4: Principais agentes causadores de sepse (DIMOPOULOS et al., 2015).

Os principais antimicrobianos utilizados pertencem as seguintes classes terapéuticas: (a)
bactérias gram negativas:B-lactamicos (por exemplo: imipenem, meropenem; cefalosporinas) (b)
bactérias gram positivas: glicopeptideos (por exemplo: vancomicina); infec¢des fungicas:
imidazélicos (por exemplo: cetoconazol); anaerdbicas: metronidazol (com agdo em bactérias
gram-negativas e bacterias gram-positivas) (ILACS, 2016; RHODES et al., 2017)

Apesar da terapéutica antimicrobiana ser capaz de reduzir ou eliminar a infecgéo
(DANNER et al., 1991), o ambiente inflamatério ainda presente na sepse emite sinais quimicos
capazes de ativar reflexos neuro-inflamatérios com o objetivo de limitar a inflamagao. Assim, a
amplificagdo da inflamagao e a ativagdo das vias neurais geram no paciente séptico diversas
lesBes organicas que comprometem as fungdes de diversos sistemas bioldgicos, especialmente
as fungdes do sistema cardiovascular.

A fim de reverter o comprometimento hemodindmico caracteristico da sepse, €
necessario o uso de drogas vasopressoras (entre elas fenilefrina, adrenalina, noradrenalina e
dopamina), inotrépicas positivas (como a dobutamina e levosimendan), ou a combinagéo de
ambas. No entanto, a literatura € controversa quanto ao maior ou menor beneficio destes
medicamentos na pratica clinica. Uma recente meta-anélise relacionou a dopamina (um agonista
de B1-ARs e a1-ARs) com o aumento da mortalidade quando comparado com os outros
vasoativos e apontou o beneficio do levosimendan (sensibilizador do ion Ca?*) na redugéo da

mortalidade (BELLETTI et al., 2017). Tal resultado difere do que foi observado por CHANG et al.,

Pagina

27



(2018), o qual relata que o levosimendan nao reduziu a mortalidade na sepse. Adicionalmente,
uma pesquisa clinica ndo foi capaz de evidenciar redugdes na taxa de mortalidade em pacientes
sépticos tratados com levosimendan quando comparados com o placebo e, além disso, associou
0 uso do levosimendan ao aumento do risco de taquiarritmias supraventriculares (GORDON et
al., 2016). De forma complementar, a adrenalina e a dopamina apresentam eficacias
semelhantes em pacientes sépticos pediatricos (BASKE et al., 2018; WEN; XU, 2020). No
entanto, é sabido que a adrenalina através da ativagdo dos [32-ARs do musculo esquelético
estimula indiretamente bomba Na*/K* ATPase, reduzindo a quantidade de Na* intracelular
(MCCARTER et al., 2002). O resultado é o aumento de lactato, reducdo do pH sanguineo e,
contribuicdo para o estado critico do paciente séptico (ROSENSTEIN; TENNENT-BROWN,;
HUGHES, 2018). A literatura tem sugerido que a fenilefrina (agonista seletivo de a.1-ARs) pode
agravar a disfuncéo cardiaca na sepse (DUCROCQ et al., 2012). Em contraste, dados recentes
demonstram o beneficio da fenilefrina em reduzir a inflamagédo e apoptose em tecido cardiaco
septico e, consequentemente, @ melhora na contragéo cardiaca (LI et al., 2019a; 2019b). Apesar
disso, a fenilefrina ndo é capaz de reduzir a mortalidade associada a sepse (VAIL et al., 2017).

Por décadas, a noradrenalina (agonista ndo seletivo para os receptores adrenérgicos o1
e B) tem sido recomendada como vasopressor de primeira escolha (AVNI et al., 2015) e a
dobutamina (agonista seletivo para o receptor adrenérgico (1) como o inotrépico de primeira
linha (RHODES et al., 2017). Entretanto, o estresse adrenérgico presente durante a sepse e a
consequente perda de receptores adrenérgicos o € B na superficie das células dificultam o
sucesso terapéutico.

Portanto, as contradi¢des observadas fornecem suporte conceitual para a busca de
novas estratégias farmacoldgicas cardiotonicas e vasoconstritoras que possam contribuir para a

sobrevivéncia do paciente séptico. Estas novas estratégias farmacologicas colocam os
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adrenoceptores em posicdo de destaque, em razdo do papel essencial que estes receptores

exercem na regulacédo da contratilidade cardiaca e vascular.

Sistema adrenérgico como um modulador farmacoldgico durante a sepse

Adrenoceptores

O SNAS é composto pelas inervagdes simpaticas, pelos ligantes enddégenos
noradrenalina e adrenalina e os adrenoceptores (ARs). Os adrenoceptores sé@o receptores de
membrana pertencentes a superfamilia de Receptores Acoplados a Proteina G (GPCRs). A
assinatura estrutural comum a todos os GPCRs consiste em uma cadeia polipeptidea com uma
porcdo amino-terminal extracelular e carboxi-terminal intracelular, sete dominios
transmembranares hidrofébicos (TM1-TM7) ligados por trés algas extracelulares (ECL1-ECL3) e

trés algas intracelulares (ICL1-ICL3) (Figura 4) (ALEXANDER et al., 2017).
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Figura 5: llustracdo da arquitetura dos adrenoceptores. A arquitetura consiste em: uma cadeia polipeptidea com
uma amina-terminal extracelular, uma cadeia polipeptidea com uma carboxi-terminal, sete dominios transmembranares
hidrofébicos (TM1-TM?7) ligados por trés algas extracelulares (ECL1-ECL3) e trés alcas intracelulares (ICL1-ICL3)

Em raz&o da homologia na sequéncia de amino&cidos, caracteristicas farmacoldgicas e
acoplamento preferencial a proteina G , os 9 adrenoceptores sdo divididos em trés subfamilias,
denominadas our (ct1a, ous, ou1p) (AKINAGA; GARCIA-SAINZ; S PUPO, 2019), a2 (oi2a, 028, 0tzc)
(BYLUND, 2005), B (B1, B2 e Bs) (VELMURUGAN; BASKARAN: HUANG, 2019). Os 9

adrenoceptores estao diferencialmente distribuidos em uma variedade de érgdos e controlam
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diversas fungdes homeostaticas do organismo, tais como a contragéo e relaxamento do musculo
liso vascular e n&o-vascular, inibicdo da liberag&do de neurotransmissores, glicogendlise e
contragdo da musculatura cardiaca (Figura 5) (TANK; LEE WONG, 2015). Devido a sua ampla
distribuicdo, sdo importantes alvos farmacolégicos para o tratamento de condigbes como
hipertensao arterial, asma, glaucoma e o choque hipotensivo, como aquele comumente presente

na sepse.
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Figura 6: llustracio dos tipos de receptores adrenérgicos e seus ligantes endégenos:
noradrenalina e adrenalina. Quando ativados, os a-ARs acoplam-se & proteina heterotrimérica Gqg. A
proteina Gq ativa a fosfolipase C-B com subsequente hidrolise do fosfolipidio de membrana, fosfatidil
inositol bisfosfato (PIP2), em dois segundos mensageiros: o inositol (1,4,5)-trisfosfato ([Ins(1,4,5)Ps] ou IPs)
e o diacilglicerol (DAG) (5). A via é finalizada com o aumento de Ca?* citosdlico e ativagdo da proteina
quinase C (PKC). Os a2-ARs quando ativados acoplam-se a proteina Gi. . A proteina Gi inibe a atividade
da adenilil ciclase, reduzindo a concentrag&o intracelular de AMPc. J& os B-ARs quando ativados acoplam-
se a proteina Gs. A proteina Gs estimula a atividade da adenilil ciclase, convertendo ATP em AMPc.

Pr-Adrenoceptores como alvos terapéuticos

Gragas aos estudos de Raymond Ahlquist, desde 1948 ¢ sabido que os adrenoceptores
sd0 uma classe heterogénea de receptores, inicialmente nomeados o e B. O receptor o foi
caracterizado por apresentar efeito excitatorio nos musculos lisos do utero, ureter e pupila. Por

outro lado, o receptor B foi associado as fungdes inibitdrias como o relaxamento de musculos
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lisos, e a uma Unica fungdo excitatéria, a estimulagdo cardiaca (AHLQUIST, 1948). Um estudo
recente demonstrou através de ensaios de expressdo génica e por experimentos com o
radioligante  125-Cyanopindolol que nos cardiomiécitos de camundongos 55% dos
adrenoceptores sdo do subtipo B1-ARs, 25% do subtipo ous, 8% do subtipo oia € 0s
remanscentes 12% compostos por B2-ARs (MYAGMAR et al., 2017). Devido a dificuldade do
acesso a tecidos humanos, existe uma literatura escassa que aborda a quantificagdo dos
subtipos de B-ARs. Neste sentindo, um estudo prévio utilizando o radioligante 125-Cyanopindolol
em ensaio de competicdo com CGP-20712A (antagonista para os B1-ARs ) e ICI-118,551
(antagonista para 0sP2-ARs), para quantificagéo dos sitios para ligagdo para o subtipo f1-ARs e
B2-ARs, respectivamente, demonstrou a proporgdo dos subtipos subtipo B1-ARs e [2-ARs em
amostras de musculo papilar do ventriculo esquerdo de pacientes transplantado; os dados
indicam que no musculo papilar do ventriculo esquerdo coexistem ambos 0s receptores numa
proporcao aproximada de 65% de B1-ARs e 35% de PB2-ARs (BUXTON et al., 1987). Tomando
como base essas informagdes, € comum assumir que no tecido cardiaco o subtipo predominante
é 0 B+-AR.

Na Oltima década, vem sendo reconhecido que GPCRs disparam multiplas vias de
sinalizacdo intracelular e que, dependendo da conformagdo na qual o ligante estabiliza o
receptor, a sinalizagao por alguma(s) dessa(s) via(s) a sinalizagdo pode ser mais robusta do que
outras; este fendmeno tem sido chamado de “agonismo tendencioso” (PUPO et al., 2016). Por
exemplo, quando comparadas as capacidades da noradrenalina s&o ligantes com caracteristicas
equilibradas, ou seja, sinalizam para ambas as vias, enquanto que, a dobutamina tem
preferéncia pela sinalizagdo via p-arrestina (KOOISTRA et al., 2015). E importante mencionar
que, a sinalizagéo via B-arrestina transloca o receptor para dentro do citoplasma resultando em
um processo conhecido como dessenbilizagdo (TIAN; KANG; BENOVIC, 2014). Além disso, é

capaz de ativar vias que incluem quinase ativadas por mitégenos (MAPK) (EICHEL; JULLIE;
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VON ZASTROW, 2016; JAIN et al., 2018) e AKT, na qual s&o importantes em proteger o
coragéo dos processos apoptéticos (BAYOUMI et al., 2018; TEOH et al., 2018). No processo de
contragdo cardiaca, ocorre a ativagao da sinalizagao via proteina Gs resultando na ativa¢do do
adenilato ciclase que converte o ATP em AMPc. O AMPc media a ativagéo do proteina quinase
A (PKA). A PKA fosforila os canais de Ca2* permitindo a entrada de Ca?* extracelular. O aumento
de Ca?* no citoplasma estimula o receptor de riaonodina presente no reticulo sarcoplasmatico a
liberar CaZ* para o citoplasma. Em seguida, o Ca?* se liga a troponina C e induz mudangas
conformacionais na tropomiosina que libera a troponina |. A liberagdo da troponina | expde os
sitios de interacdo entre a miosina e actina permitindo o processo de contragédo cardiaca. Em
seguida, a PKA fosforila a fosfolamban que resulta no aumento da atividade da SERCA. A
SERCA intensifica o transporte do Ca?* do citoplasma para o reticulo sarcoplasmatico resultando
no relaxamento dos cardiomiocito. Além de regular o ritmo cardiaco, a sinaliza¢do via proteina
Gs esta envolvida na sinalizagdo que ativa a apoptose cardiaca (COLUCCI et al., 2000) (XIA;
LIU; CHENG, 2016). Sendo assim, os P1-ARs estdo envolvidos em uma variedade de
fisiopatologias que incluem a: hipertensédo (FRISHMAN, 2016), disritmias cardiacas
(ADAMEOVA et al., 2018), infarto do miocardio (SIM et al., 2020) e sepse (DAL-SECCO et al.,
2017). Diante disto, seus ligantes sdo amplamente utilizados na pratica clinica e, por décadas os
agonista B1-ARs séo as drogas de escolha durante a DMAS. Adicionalmente, os antagonistas
B1-ARs tem sido comumente empregado no controle de doengas cardiovasculares.

A aplicacdo clinica dos B-bloqueadores foi fundamentada experimentalmente pelo
farmacalogista inglés Sir James Black (1924-2010). No final da década de 60, corroborando a
teoria Ahlquist's, Sir James Black demonstrou que uma droga era capaz de bloquear o efeito
excitatorio atribuido ao B-ARs no miocardio. Neste sentido, Sir James Black e John Stephenson
baseado na estrututa quimica da 1-(3'4" Diclorofenil)-2-isopropilaminoetanol hidrocloridrico, um

analogo da isoprenalina e descrito por apresentar efeitos inibitérios sobre a a¢do da adrenalina e
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isoprenalina (POWELL et al., 1958), substituiram os atomos de cloro pelos os grupos de hidroxila
no anel aromatico. A partir desse racional farmacolégico, criaram um protétipo nomeado
pronetalol. Embora, o pronetalol tenha sido capaz de reduzir a frequéncia cardiaca basal e,
antagonizar os efeitos mediados pelo incremento de adrenalina (BLACK; DUNCAN; SHANKS,
1965), foi demonstrado uma relevante atividade carcinogénica em camundongos (ALCOCK;
BOND, 1964). Baseado nessa informagéo, substitugdes de grupamentos quimicos foram
realizadas afim de obter um composto com agdo antagonista e sem atividade carcinogénica.
Neste sentido, uma oxidagéo na posicdo o-naftil foi empregada, surgindo o propranolol (BLACK,
1989). A principio, 0 objetivo principal no delineamento quimico do propranolol foi a redugéo da
frequéncia cardiaca diante da estimulagdo do nervo simpatico, prevenindo portanto a taquicardia
e reduzindo a frequéncia de angina pectoris. A finalidade era que o propranolol fosse capaz de
restringir a mortalidade associada a estes eventos cardiacos. De fato, o impacto da descoberta
do propranolol representou um avango na farmacoterapia da angina pectoris (ARONOW, 1972) e
de uma variedade de fisiopatologias cardiacas, entre elas, o infarto do miocardio (CHADDA K et
al., 1986) e a hipertensao (RAM, 2010).

A afinidade das drogas por seus alvos receptores e a eficacia intrinseca dessas drogas
nesses alvos sdo caracteristicas importantes para direcionar estudos farmacolégicos e
tratamentos clinicos. A literatura tem apontado que os p-bloqueadores apresentam
caracteristicas farmacoldgicas distintas daquelas inicialmente descritas. Por exemplo, o B-
bloqueador prototipico propranolol apresenta afinidade semelhantes por 31-ARs e [32-ARs e se
comporta como agonista inverso na formagdo de AMPc em ambos receptores (GALANDRIN;
BOUVIER, 2006). Ja o carvedilol é cerca de 4X mais seletivo para B2-ARs (BAKER, 2005)um
agonista parcial fraco na formagao de AMPc (GALANDRIN; BOUVIER, 2006). Similarmente, o
alprenolol (ABRAHAMSSON, 1986) e o bucindolol s&o agonistas parciais de baixa eficacia

(GALANDRIN; BOUVIER, 2006) para a via do AMPc.
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A literatura tem apontado um paradoxal beneficio na utilizagédo de B-bloqueadores
durante a sepse. Em 2013, foi investigado o uso do esmolol, um antagonista [B1-ARs
cardioseletivo, em pacientes sépticos. Os dados apresentados demonstraram uma redugéo em
quase 50% na taxa de mortalidade quando comparado ao grupo placebo, além disso, 0s
pacientes que fizeram o uso de esmolol precisaram de menores doses de vasoconstritores do
que aqueles que nao receberam (MORELLI et al., 2013). Interessantemente, foi demonstrada
reducdo na taxa de mortalidade de pacientes que faziam o uso oral e crénico de B-bloqueadores
e que mantiveram a continuidade do tratamento durante a fase aguda da sepse (FUCHS et al.,
2017). Dados em modelo experimental de sepse tem reportado o beneficio do esmolol em
restaurar a hemodinamica e reduzir a inflamagéo através da redugéo da ativagdo do NF-KB e
expressao da iNOS e ativagéo da via AKT (KIMMOUN et al., 2015; WEI et al., 2016)

Baseado nestas informagdes € esperado que os ligantes de eficacia nula e de baixa
eficacia protegerdo por competicdo a dessensibilizagdo dos B-ARs decorrente dos niveis
aumentados das catecolaminas na fase de hiperatividade simpatica na sepse e, a0 mesmo
tempo, reduzam o estado inflamatério e, consequentemente restabelecam a hemodinamica e a
resposividade cardiaca prejudicada no decurso séptico. De acordo com estas informagdes, a
presente tese investigou os efeitos de B-bloqueadores com diferentes eficacias no B1-ARs

durante a sepse experimental.

Pagina

34



Objetivo Geral

Investigar o tratamento com -bloqueadores de diferentes eficacias em camundongos

sépticos.

Objetivo Especifico

Verificar a distribuicdo proteica dos 1-ARs em tecido cardiaco isolado de camundongos
septicos ou néo, tratados ou ndo com diferentes [3-bloqueadores;

Determinar a expresséo do transcrito que codifica os 31-ARs em tecido cardiaco isolado
de camundongos sépticos ou néo, tratados ou ndo com diferentes B-bloqueadores;
Avaliar a responsividade de coragdes sépticos ou ndo, tratados ou ndo com diferentes [3-
bloqueadores;

Examinar os niveis de citocinas pré-inflamatérias no plasma e em tecido cardiaco
isolado de animais sépticos ou néo, tratados ou néo com diferentes B-bloqueadores;
Examinar a quantidade de citocinas pré-inflamatérias em cultura isolada de macréfagos
estimulados ou ndo com LPS e expostos ou ndo com diferentes 3-bloqueadores;
Examinar a quantidade de bactérias no sangue de animais sépticos ou nao, tratados ou
nao com diferentes B-bloqueadores;

Verificar o nivel de troponina-I no plasma de animais sépticos ou ndo, tratados ou ndo
com diferentes B-bloqueadores;

Avaliar paré@metros hemodindmicos in vivo de animais sépticos ou néo tratados ou néo
com diferentes B-bloqueadores;

Avaliar a responsividade in vivo de animais sépticos ou nao tratados ou néo com

diferentes B-bloqueadores;
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= Verificar a taxa de sobrevivéncia de animais sépticos tratados ou ndo com diferentes 3-

bloqueadores
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Material e métodos
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Animais e ambiente de experimentagdo

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BI/6 entre 6-8 semanas. Todos o0s
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica na Experimentagdo Animal da Faculdade
de Medicina da USP-Ribeirdo Preto (Protocolo NUmero 40/2017).

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade
de Medicina da USP-Ribeirdo Preto sob condigdes de temperatura (23-25 °C) e ciclo

claro/escuro (12 horas) controlados, com agua e ragao ad libitum.

Grupos experimentais e listas dos potenciais antagonistas S-ARs

Os camundongos foram aleatoriamente separados em grupos experimentais
denominados:
1. Grupo Naive: camundongos higidos;
2. Grupo Naive tratado: camundongos higidos que receberam pela via
intraperitoneal 3-bloqueador;
3. Grupo Séptico Ndo Tratado: camundongos submetidos ao protocolo de indugéo
de sepse e tratados com o veiculo salina (ver abaixo);
4. Grupo Séptico Tratado: camundongos submetidos ao protocolo de indugao de
sepse e tratados via intraperitoneal com B-bloqueadores.
Lista de B-bloqueadores investigados:
1. propranolol (“antagonista” ndo seletivo B-ARs) — Sigma Aldrich (cddigo do

produto: 318-98-9);
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2. bisoprolol (“antagonista” seletivo 31-ARs) —Sigma Aldrich (cédigo do produto:
104344-23-2);

3. carvedilol (“antagonista® ndo seletivo B-ARs, porém com baixa atividade
agonista parcial) — Sigma Aldrich (cddigo do produto: 72956-09-3);

4. alprenolol (antagonista ndo seletivo B-ARs, porém com moderada atividade
agonista parcial); Sigma Aldrich (cddigo do produto: 13707-88-5);

5. bucindolol (antagonista ndo seletivo B-ARs, porém com significativa atividade

agonista parcial). BioCrick (cédigo do produto: 71119-11-4);

Protocolo experimental de indugdo de sepse polimicrobiana

Foi utilizado o modelo de ligadura cecal e pungéo (cecal ligation and puncture, CLP) para
a inducdo da sepse polimicrobiana. Inicialmente, os animais foram anestesiados com isoflurano
1,5% e, a partir de uma laparotomia, a regido cecal foi exposta. Logo apds, a juncéo ileo-cecal
foi ligada com fio de algodao e 2 perfuragdes transparietais foram realizadas no ceco com agulha
de calibre 21 G para indugdo da sepse (Rittirsch, D., et al., 2008). Em seguida, o 6rgéo foi
reposicionado na cavidade abdominal e a incisdo foi suturada (Figura 8). Foi realizada a analise
de sobrevida e o numero de sobreviventes foi registrado a cada 24 horas durante 7 dias. Quando

necessario, coletas de amostras biologicas foram feitas 24 horas ap6s a CLP.
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Figura 7: Sequéncia fotografica de padronizagédo da técnica cirtrgica de indugdo de sepse. O modelo consiste em uma laparotomia (A,B,C), seguida pela exposigao do ceco (D). EmE é
monstrada a regido da vélvula ileo-cecal identificada pela diminuigdo do didmetro do 6rgéo, seguida por: duas perfuragdes (F) e exposicdo do contelido cecal (G). Logo ap6s, o 6rgéo é

reposicionado e a incisao suturada (H)
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Protocolo de tratamento

O tratamento farmacoldgico com os B-bloqueadores foi realizado 2h ap6s a CLP durante
a fase hipercardiodinamica da sepse (TANG; LIU, 1996) e a frequéncia de administragéo foi
fundamentada no tempo de meia-vida® de cada droga. A dose dos B-bloqueadores foi calculada
baseando-se no volume aplicado por via intraperitoneal (100 pL), na constante de dissociagao
em equilibrio (Kp)’ para o B1-ARs (BAKER, 2005) e peso do animal, sendo estimada através do
seguinte calculo:
ug

Volume (em ml)x concentracio da droga (emm, baseada no KD)

Peso do animal (em Kg)

Dose (ug/Kg):

Tomado como base estas informagdesa Tabela 1 mostra as dosagens® utilizadas em cada

tratamento:

Tabela 1: Dosagem empregada durante o decurso do tratamento séptico ou nao.

Dosagem
Drogas Dose (ug/Kg)
Peso do Tempo | Frequéncia | Duragdo do
Volume Ko animal | Calculo de de tratamento
(mb) | peARs | (em | final peia | tratamento
gramas) | (Mg/Kg) vida
Propranolol 0,1 10°M | 0,023 13 4 hs 3 vezes 12 horas
Bisoprolol 0,1 10M | 0,023 16 10 hs 1vez 12 horas
Carvedilol 0,1 10°M | 0,023 2 10 hs 1vez 12 horas
Alprenolol 0,1 10M | 0,023 12 3hs 4 vezes 12 horas
Bucindolol 0,1 3.10°M | 0,023 | 0,005 - 1 vez 12 horas

® Tempo de meia-vida- é 0 tempo necessario para que a concentragdo plasmatica de uma droga se reduza para a
metade do valor inicial.

7 Constante de dissociagdo em equilibrio (Kp)- é a concentragdo da droga que se liga a 50% dos receptores.

® Dosagem- é dose de cada droga que sera adminstrado em uma frequéncia especifica, durante um tempo
determinado.
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Contagem de bactérias no sangue

Amostras de sangue heparinizado foram adequadamente diluidas e semeadas (10 pL)
sob condicdes estéreis em placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton (Difco Laboratories,
Detroit, USA). As placas de cultura foram incubadas por 24 horas a 37°C e o numero de
unidades formadoras de colonia (UFC) quantificado manualmente. Os resultados foram

expressos como log de UFC/mL do sangue conforme descrito por COLON et al., (2019b)

Quantificagdo de citocinas

As dosagens de IL-1p e TNF-a foram feitas no plasma e em sobrenadante de
homogenato de coragdo 24 horas ap6s sepse e em cultura de macrofagos, através do ensaio
imunoenzimatico, seguindo as instrugdes do fabricante (R&D System). Em resumo, placas de 96
pogos foram cobertas com 50 pL/pogo dos anticorpos especificos para cada citocina
(Pharmigen, San Diego, CA, USA). O anticorpos foram diluidos em solugao de ligagéo (binding
buffer) pH 9,0 e incubados por 18-24 horas, a 4°C. As placas foram lavadas por trés vezes com
PBS/Tween-20 (0,05% Sigma). As ligagdes nédo especificas foram bloqueadas com 100 uL de
PBS/BSA 1% por 2 horas em temperatura ambiente. As amostras e o padrdo (curva padréo)
foram colocados nas placas (50 L) e incubados por 18-24 horas a 4°C. Apds esse periodo, as
placas foram lavadas com PBS/Tween e 50uL dos anticorpos biotinilados especificos para cada
citocina foram adicionados. Ap6s 1 hora, as placas foram lavadas com PSB/Tween e o
conjugado avidina-peroxidase (diluigdo de 1:5000) foi adicionado a cada pogo. Ap6s 30 minutos
de incubagdo, as placas serdo lavadas com PBS/Tween e 100uL do substrato OPD (o-
fenilenediaminadihidrocloreto, Sigma) foi adicionado. As placas foram incubadas por 15 a 20

minutos em temperatura ambiente. A reagdo foi interrompida com 50uL de H2SO4 (1M) € a
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densidade dptica medida a 490 nm em espectrofotdmetro (Spectra Max-250, Molecular Devices).

Os resultados foram expressos em picogramas/mL (pg/mL).

Ensaio de binding com radioligante [H}] CGP-12177 em segmentos de tecido intacto

Os animais foram decapitados e o ventriculos foram cuidadosamente isolados e
colocados em solugao Krebs modificada (composi¢do em mM: NaCl, 120,7; KCI 5,9; MgCl2, 1,2;
CaCly, 2,0; NaH2COs, 25,5; glicose, 11,5) aerada com uma mistura carbogénica (95% 02/5%
CO) e mantida a 4°C (pH= 7,4). Em seguida, tiras do ventriculo esquerdo (~2x2 mm) foram
preparadas para a realizagdo do ensaio de binding, seguindo protocolo descrito em Horinouchi et
al., (2006). A densidade de sitios de ligacdo (Bmax) dos receptores [-adrenérgicos foi
determinada através da Ligagdo Especifica do [H3] CGP-12177. Em resumo, cada tira de tecido
foi incubada com uma concentragéo saturante de [H3] CGP-12177 de (2000 pM) por 24 hs a 4°C
em 1 ml de solugdo Krebs. A Ligacdo Nao Especifica foi determinada na presenga 10 uM de
adrenalina, também incubada por 24 hs & 4°C em 1 ml de solugéo Krebs.

Apo6s o periodo de incubagéo, os segmentos de ventriculos foram secos em papel filtro,
transferidos para tubos plasticos contendo 2 mL de Krebs a 4° C e vigorosamente agitados por 1
min a 1200 rpm. Posteriormente, os segmentos de ventriculos foram secos com papel de filtro e
solubilizados em 500 L de 1 M de NaOH durante 30 minutos e mantidos a 4°C. A radioatividade
retida nos segmentos do ventriculo esquerdo foi determinada em aliquotas de 100 uL de cada
amostra ap6s a adicdo de 4 ml de liquido de cintilagdo (Optiphase Hi Safe 3, Perkin Elmer) em
um contador de cintilagdo liquida (mencionar aparelho). Uma aliquota de 10 puL da amostra foi
utilizada para determinagdo da quantidade de proteina através do método de Bradford utilizando
albumina sérica como padréo (BRADFORD, 1976). A Ligacéo Total e a Ligagdo Nao Especifica
(na presenga de adrenalina 10 pM) foram calculadas pela divisdo da quantidade de

radioatividade na presenca do radioligante pela quantidade de proteina mensurada no segmento
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de ventriculo e expressada na forma fmol.mg de proteina!. Uma vez que a adrenalina é um
ligante pouco lipossoluvel, seu uso na determinagéo da Ligagdo Nao Especifica permite estimar
a densidade de receptores na superficie das células. A densidade dos receptores B-adrenérgicos

na superficie (Ligagao Especifica) foi estimada através da equacao:

Ligacao Especifica = Ligacao Total — Ligagao Nao Especifica

Os experimentos foram realizados em duplicatas.

Ensaio de reagdo de transcriptase reversa e reagdo de polimerase em cadeia em tempo

real (RT-qPCR)

O RNA total foi isolado do tecido cardiaco de camundongos utilizando o reagente TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com o protocolo do fabricante. A qualidade e a
quantidade do RNA foram analisadas utilizando o espectofotdmetro Nanodrop (Thermo
Scientific, MA, USA). Em seguida, 0,5 pug de RNA total de cada amostra foi utilizado para gerar
cDNA por transcricdo reversa utilizando o Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(ThermoFisher) seguindo seu protocolo. A quantificagdo do transcrito na amostra foi realizada no
termociclador StepOnePlus (Life Technologies) utilizando SYBR® Green real-time PCR Master

Mix (Applied Biosystems) para a expressdo do gene que codifica o adrenoceptor-f31.

Foram utilizados os seguintes primers (Sigma-Aldrich):

(a) AR-B1foward: 5-GGAGCTCCCTCGGACGAC-3’

(b) AR-B1 reverse: 3-AGCCTGGCTCTCTACACCTTG-5’

(c) GAPDH foward: 5-CATCTTCTTGTGCAGTGCCA-3

(d) GAPDH reverse: 3-CGGCCAAATCCGTTCAC-5
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A expressdo do transcrito do do gene que codifica o adrenoceptor-B1 foi estimada pela
normalizacdo da expressdo do gene house keeper GAPDH. Todos os primers tiveram suas

sequéncias testadas antes do experimento para verificagdo de anelamentos e formagéo de

dimeros.
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Estudo de contragado ventricular esquerda in vitro

Camundongos dos diferentes grupos experimentais foram mortos por decapitagéo. Uma
toracotomia foi realizada e o coragao foi rapidamente isolado e colocado em solugéo de Krebs
gelado (4°C) com a seguinte composigao (nM): NaCl, 118; KCL, 4,7; KH2PO4, 1,2; MgSQ4.7H,0,
1,2; CaCl2.2H20, 2,5; glicose, 11,7; pH 7,4). O tronco aortico foi canulado com uma agulha 21G
possibilitanto a perfuséo no aparelho de Langendoff conectado a um sistema de aquisicdo de
dados (Power Lab/8S, ADInstruments Pty Ltda, Australia) acoplado a um computador para
registro da pressdo ventricular esquerda. Os coragdes foram mantidos em perfusdo retrograda
de solugéo de Krebs a 35°C aerada com mistura carbogénica contendo 95% Oz e 5% CO,. Em
seguida, o atrio esquerdo foi isolado e um balao ventricular de 2 mm foi posicionado dentro do
ventriculo esquerdo. O baldo ventricular foi conectado a um transdutor de pressdo (MLT844; AD
Instruments, Castle Hill, Mew South Wales, Australia) para analise continua da contragdo
ventricular e inflado até 10 mmHg durante 30 minutos para a estabilizagdo. Apds a estabilizacéo,
um estimulo 10°M isoprenalina (agonista seletivo B-ARs) foi realizado para determinar a
viabilidade tecidual. Apds um periodo de 5 minutos de repouso, uma curva concentragao-
resposta a isoprenalina foi construida pela adi¢do da droga. A frequéncia cardiaca foi avaliada
pois estima um mecanismo fundamental ligado a atividade cardiaca e, determinante para o

desempenho do ventriculo esquerdo.

Determinagéo bioquimica de lesdo cardiaca

Amostras de sangues heparinizadas foram coletadas 24 horas apds a sepse €
centrifugadas para aquisi¢do do plasma (1000xg por 15 minutos em temperatura 4°C). Em
seguida, foram determinados niveis de troponina-I através do Kit analitico (Elabscience; nimero

do catalogo: E-EL-M0086) seguindo seu protocolo. A densidade optica foi mensurada pelo leitor
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de microplacas (Spectra Max-250, Molecular Devices) no comprimento de onda de 450 nM+
2nM. Amostras hemolisadas foram descartadas do ensaio. Os resultados foram expressos em

picogramas/mL (pg/mL).

Diferenciagdo de macréfagos derivados da medula 6ssea (MDMOs)

Macrofagos derivados da medula éssea (MDMOs) foram obtidos como previamente
descrito por (GERSUK; RAZAI; MARR, 2008). Células totipotentes da medula 6ssea (MO) dos
fémures de camundongos foram isoladas. A MO dos fémures foi retirada com o auxilio de uma
seringa de 3 mL (BD Ind. Cirur.) acoplada a uma agulha de 24 G% (BD Ind. Cirr.) contendo
meio RPMI-1640 (Sigma) incompleto. A suspensao de MO do animal foi dividida em 4 placas de
Petri pouco aderentes especificas para cultivo de macréfagos (BD OPTILUX) contendo 10 mL de
meio de cultura RPMI-1640 (Sigma), enriquecido com 10% (v/v) de soro fetal bovino (Gibco,
EUA), 20% (v/v) do sobrenadante de cultura de células L929 (rico em fator estimulante de
colénia de macrofagos - M-CSF), Penicilina-Estreptomicina (100 U/mL) e Anfotericina B (2
pg/mL). A cultura permaneceu em estufa a 37°C e 5% CO2 por 7 dias. No quarto dia de
incubacao foi adicionado mais meio de cultura enriquecido, como descrito anteriormente, para
manter a cultura de célula até a diferenciacdo em 7 dias. A coleta dos macrofagos foi realizada
utilizando PBS 1X gelado. A densidade celular requerida para os experimentos em placas
(Costar) de 96 pogos foi de 1x105 células/pogo. Ap6s as coletas, as culturas de macrofagos
foram estimuladas com os B-bloqueadores por uma hora. As concentragdes das drogas foram
baseada no valor do Kp, 3 vezes o valor do Kp; 10 vezes o valor do Kp. Apés uma hora do
estimulo com as drogas, duas diferentes abordagens foram realizadas com o objetivo de ser

obter concentragdes quantificaveis de TNF-a. e IL1p.
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1. Macréfagos estimulados com LPS 1ug/mL durante 2 horas seguido de ATP 5uM por 30
min para estimular a produgao de IL1p.
2. Macrofagos estimulados com LPS 100ng/mL durante 4h para estimular a produgao da

citocina TNF-a.

Em seguida, as placas foram centrifugadas (500g por 10 minutos durante 4°C) e o
sobrenadante foi coletado para quantificacdo das citocinas produzidas (descrito no item

nomeado: Quantificagdo de Citocinas).

Registro hemodinamico in vivo

Antes da implantagao, os telémetros (HD-X11, Data Sciences) foram esterilizados por 24
horas com solugdo germicida (Germi-Rio®); logo ap6s a esterilizagdo, a ponta do cateter do
telémetro foi preparada com um gel biocompativel (Regel Syringe, Data Sciences) para evitar
formacdo de codgulos e bolhas. Sete dias antes do inicio do protocolo experimental, os
camundongos foram anestesiados com isoflurano (2% de indugao e 1% de manutengdo) e com a
utilizacdo de um microscépio cirtrgico (Zeiss, STEMI 508), uma inciséo foi realizada na carétida
esquerda para a implantacdo do cateter acoplado a um transmissor. Ap6s sete dias da
implantacdo, um registro basal de duas horas foi obtido. Logo apds, a jugular direita foi canulada
(para a adicdo de doses crescentes de isoprenalina) e os camundongos foram submetidos a
cirurgia para indugédo de sepse — CLP, conforme descrito anteriormente. Nos grupos naive e
naive tratado, apenas a canulagdo na jugular direita foi realizada. Em seguida, um registro
continuo de 18 horas foi obtido e uma curva dose-resposta com isoprenalina (0,2 - 2x104 ng/Kg)
foi construida. A adi¢do de uma dose de isoprenalina era acompanhada por uma lavagem com

salina sendo estabelecido um periodo de 10 minutos entre elas (Figura 9). A presséo arterial
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média, expressa em milimetros de mercurio (mmHg) e a frequéncia cardiaca, em batimentos por

minutos foram analisadas em software LabChart 8.0 (ADInstruments).

250 -

200 - 0,2ngtkg sallna 2ngkg  salina  20nglkg sallna 200ngkg ~ salina 2x103ng/kg
salma

Fmwisnninnis

Figura 8: Representac&o grafica do registro da pressao arterial pulsatil obtido de um camundongo higido, através
do software Labchat 7.3 acoplado ao sistema de telemetria (AD instruments). As setas representam 0 momento da
administragao de dose crescente de isoprenalina (0,2 ng/Kg — 2x104 ng/Kg, em 20 uL) seguida de salina (20 uL) por
via venosa (veia jugular direira).
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Resultados
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Disfungao cardiaca mediada pela sepse é acompanhada pelo aumento de citocinas pro-
inflamatorias, hipotensao, bradicardia, perda de S-ARs, redu¢édo nos niveis do RNAm que
codifica B1-ARs e lesdo miocardica.

A disfuncdo cardiaca é um importante componente na insuficiéncia cardiovascular
presente na sepse, e esta associada a um elevado risco de mortalidade (WALLEY, 2017). Sendo
assim, o primeiro conjunto de dados que sera apresentado nesta tese teve como objetivo
padronizar o modelo experimental e demonstrar a disfun¢do cardiaca no modelo proposto de
inducdo de sepse, a CLP.

Inicialmente, foi investigada a génese e a progressdo da sepse experimental. Sendo
assim, animais sépticos e naives foram observados por sete dias e uma curva de sobrevivéncia
foi construida. Os dados obtidos mostram taxa de sobrevivéncia de 37% entre os camundongos
sépticos, enquanto que ndo houve mortalidade no mesmo periodo entre os animais naive (Figura
9). De acordo com a sobrevivéncia, a sepse experimental tem sido classificada em: leve (taxa de
sobrevivéncia ~90% durante 7 dias), moderada (taxa de sobrevivéncia de ~40 % durante 7 dias)
e grave (nenhum animal sobrevive além dos 7 dias) (RITTIRSCH et al., 2009). Sendo assim, o

modelo de CLP usado na presente tese é classificado como um perfil moderado de sepse.
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Figura 9: Curva de sobrevivéncia de animais ndo submetidos ao modelo de CLP (-) versus animais
submetidos ao modelo de CLP (-). O modelo de sepse experimental (CLP- cecum ligation pucture) empregado foi
iniciado com indugédo anestésica (isoflurano 1,5%) seguido de uma laparotomia. Logo apés, o ceco é exposto, a
junco ileo-cecal ligada através de um fio de algod&o e duas perfuragdes com agulha de 18 gauge foram realizadas
no ceco para indugéo da sepse. Em seguida, o ceco é reposicionado e a incisdo suturada. Os animais submetidos
ou ndo ao modelo de sepse experimental foram observados a cada 8 horas durante 7 dias. Os resultados foram
expressos como porcentagem de sobrevida e analisados pelo teste Log-rank (Mantel-Cox) (n=6 animais/grupo).
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Em seguida, foi avaliada a disseminagao bacteriana no sangue. Para isso, amostras de
sangue foram coletadas apds 24 horas de indugdo da sepse. Os resultados mostram que os
camundongos sépticos apresentaram quantidades elevadas de bactérias (logUFC/mL= 6,4+£0,5;

n=6; Figura 10).
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Figura 10: Camundogos naives e sépticos diferem quanto a quantidade de bactéria no sangue. As amostras
de sangue foram coletas apds 24 de indugdo da sepse moderada e semeadas em agar Mueller-Hinton. Apds de
24hs de incubagéo & 37°C as colbnias bacterianas foram contadas manualmente. Os dados foram expressos com
logaritmo de unidades formadoras de colénias (UFC) por mililitro (mL). Os grupos experimentais foram comparados
pelo teste T-students (p<0,05: naive versus séptico). Simbolos representam & média e o erro padrdo da média de
11-13 animais por grupo experimental.

Uma caracteristica da fisiopatologia da sepse é a producao sistémica de citocinas pro-
inflamatérias; além disso, a literatura tem apontado que TNF-o e IL-1( s&o capazes de reduzir a
atividade cardiaca. Diante disto, foi avaliada a quantidade de TNF-a e IL-1p sistémica e local
(tecido cardiaco). Sistemicamente, foi observado aumento de IL-1 (Figura 11A; 80719 pg/mL,
n=6) e TNF-a (Figura 11C; 1223+133 pg/mL, n=6) nos animais sépticos, enquanto que 0s niveis

destas citocinas nos camundongos naives encontraram-se abaixo do limite de detecgdo da

técnica (Figura 11A-C; n=6).
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No coragao de camundongos sépticos, foi somente observado aumento de IL-1( (Figura

11B; Sepse = 5,8+1,3 pg/mg de proteina, n=7 vs 1,6+0,1 pg/mg de proteina; n=7), mas néo de

TNF-o (Figura 11D).
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Figura 11: Quantificacéo de IL-1p e TNF-a no plasma (A e C) e em tecido cardiaco (B e D) de animais naives
e sépticos. O plasma foi coletado apos 24 horas de inducéo da sepse. Os niveis de IL-13 e TNF-o foram
quantificados por ELISA e os resultados expressos em picogramas por mL (pg/mL, em plasma) ou pg/img de
proteina do tecido cardiaco. Os Scatter dot plot representam a média e o erro padrdo da média de 6-7 animais por
grupo experimental. Os resultados foram analisados pelo Teste T-student. p<0,0001 naives versus sépticos (em A e
C) *p<0,009 naives versus sépticos (em B).ND= n&o detectado
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Um aspecto importante observado durante a sepse é a progressao para hipotenséo e
bradicardia. De fato, as alteracdes hemodinamicas se instalaram rapidamente nos camundongos
sépticos e apos poucas horas apds a CLP os animais apresentaram redugdo na pressao arterial
média (Figura 12A) e na frequéncia cardiaca (Figura 12B) quando comparados aos
camundongos naives. E importante mencionar que as medidas hemodinamicas foram obtidas

em animais acordados.
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Figura 12: Registros hemodindmicos de camundongos naives (e) e sépticos (m) observados por 18 horas.
A: presséo arterial médio, mmHg; B: frequéncia cardiaca, bpm. Cada ponto representa a média e o erro padréo da
média de 8-20 animais. Os resultados foram expressos mmHg (A) e bpm (B) e analisado pelo teste ANOVA de duas
vias. *naive versus sepse

A perda da eficacia de drogas inotrépicas positivas no resgate da fungédo cardiaca € uma
caracteristica observada durante a sepse. Para avaliar este efeito, foram isolados coragdes dos
camundongos naives e sépticos, e em seguida, dois protocolos foram realizados: (1) ensaio com

radioligantes [H3] CGP-12177 para quantificar a abundéncia de 3-ARs na superficie das células
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cardiacas; (2) estudo de contragao cardiaca em ex-vivo através do método de Langerdorf, para

avaliar a frequéncia cardiaca. Os dados desses experimentos s&o mostrados na Figura 13.
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Figura 13: A perda de 3-ARs na superficie de tecido cardiaco de animais sépticos (A) reduz responsividade
do coragdo a concentragdes crescentes de isoprenalina (B). Painel A, ensaios de binding foram utilizados
segmentos do ventriculo esquerdo cardiaco. As barras representam a média com o erro padrdo da média de 7-11
animais por grupo experimental. Os resultados foram expressos em fmol.mg de proteina! e analisado pelo teste T-
student (p<0,05, naive versus sépticos). Painel B, curva concentragdo-resposta a isoprenalina (10-'2 a 10-8M) foram
realizadas em coragdo intacto e a frequéncia cardiaca foi avaliada. Simbolos representam média e o erro padréo da
média de 5 animais por grupo experimental.O efeito maximo (Emax) dos diferentes grupos experimentais foi
analisado através do teste T-students (p<0,05, naive versus sépticos).

A Figura 13 mostra que na sepse ha grande redugdo na densidade de B-ARs na
superficie das células cardiacas (Figura 13A; naive Bmax= 8,81 fmol.mg-! proteina, n = 6 vs
sepse Bméax= 4,7+0,7 fmol.mg"! proteina, n=5), bem como na capacidade da isoprenalina (um
agonista de B-ARs) elevar a frequéncia cardiaca (Figura 13B; naive Eméx= 555,8 + 22,97 bpm,
n=6 vs sepse Emax= 360,7+59,92 bpm n=5).

Adicionalmente, a expresséo relativa do transcrito que codifica 0 B1-ARs no coragao dos
camundongos foi determinada 6, 12 e 24 horas ap6s a sepse por RT-gPCR (Figura 14). O teste

de Anova de duas vias seguida pelo teste de Dunnett’s mostrou diferenca estatistica (p<0,0001)
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na expresséao relativa de mRNA dos 1-ARs no coragdo de camundongos naive (n=8) e sépticos

apds 6 (n=8), 12 (n=8) e 24 horas (n=8) da CLP.
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Figura 14: Redugao de expressdo do transcrito que codifica B1-AR em 6, 12 e 24 horas apds a sepse. Nos
ensaios de RT-pPCR foram utilizados segmentos do ventriculo esquerdo cardiaco. Os scatter dot plot representam
a média com o erro padrdo da média de 8 animais por grupo experimental. Os resultados foram expressos em
relagdo ao grupo controle (naive) e analisado pelo teste ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Dunnett’s.
*p<0,0001 naive versus sepse 6 h; # p<0,0001 naive versus sepse 12 h; & p<0,0001 naive versus sepse 6 h.

E importante mencionar que a insuficiéncia cardiovascular na sepse causa hipoperfusdo
tecidual de diversos 6rgaos, incluindo o coragao, seguido de isquemia e leséo. Na sepse, danos
no tecido cardiaco sdo acompanhados de aumento dos niveis de troponina-l no plasma
(BESSIERE et al., 2013). Sendo assim, os niveis de troponina-I no plasma de camundongos
naives e sépticos foroam avaliados. O teste T-student mostra que ha grande aumento troponina-|
(p<0,0001) no plasma de camundongos sépticos (Figura 15; naive 21,1210 pg/mL, n=7; vs

sepse 733172 pg/mL, n=9).
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Figura 15: Quantificagdo de troponina-l no plasma de animais naive () e sépticos (m). O plasma foi coletado
apds 24 horas de indugdo da sepse. Os niveis de troponina-l foram quantificados por ELISA e os resultados
expressos em picogramas por mL (pg/mL). Os Scatter dot plot representam a média e o erro padréo da média de 7-
12 animais por grupo experimental. Os resultados foram analisados pelo Teste T-student. p<0,0001 naive versus
sépticos.

Esse primeiro conjunto de resultados apresentados caracterizou aspectos gerais
hemodinamicos e moleculares do modelo experimental de sepse empregado e mostrou que o
modelo mimetizou o comprometimento cardiaco instalado na sepse. A seguir, serdo
apresentados os efeitos dos tratamentos com os [-bloqueadores sobre esses aspectos

hemodinamicos e moleculares.

Propranolol ou bisoprolol ou alprenolol, mas ndo carvedilol e bucindolol, “protegem” o S1-

ARs da internalizagdo mediada pela sepse em tecido intacto de coragdo

Uma pergunta relevante para a presente tese € se o tratamento com B-bloqueadores
evita a perda dos B-ARs no coragdo de camundongos sépticos. Para responder essa pergunta,
foram realizados ensaios de binding com o radioligante [3HJCGP-12177 em segmento de tecido
cardiaco. As Figuras 16 e 17 mostram que a perda dos B-ARs da superficie das células
cardiacas foi prevenida quando os camundongos sépticos foram tratados com propranolol

(Figura 16A), bisoprolol (Figura 16B) e alprenolol (Figura 17A).
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Figura 16: Efeito do tratamento in vivo com B-bloqueadores na densidade de 3-ARs em camundongos
submetidos a sepse ou ndo. Nos ensaios de binding foram utilizados segmentos do ventriculo esquerdo cardiaco.
Os scatter dot plot representam a média e o erro padrdo da média de 5-8 animais por grupo experimental. Os
resultados foram expressos em fmol.mg de proteina' e analisado pelo teste ANOVA de uma via seguida pelo teste
de Dunnett’s. & p<0,05 grupo naive versus grupo sépticos; * grupo séptico versus grupo séptico + 3-bloqueador.

Entretanto, os tratamentos dos camundongos sépticos com carvedilol (Figura 16C) e
bucindolol (Figura 17B) ndo evitaram a perda de B-ARs. Interessantemente, houve diminuigéo
dos B-ARs na superficie de células cardiacas de camundongos naive tratados com bucindolol

(Figura 17B). Os valores de Bmax (em fmol.mg de proteinas-') sao representados na Tabela 2.
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Figura 17: Efeito do tratamento in vivo com B-bloqueadores na densidade de 3-ARs em camundongos
submetidos a CLP ou néo. Nos ensaios de binding foram utilizados segmentos do ventriculo esquerdo cardiaco.
Os scatter dot plot representam a média com o erro padrdo da média de 5-8 animais por grupo experimental. Os
resultados foram expressos em fmol.mg de proteina! e analisado pelo teste ANOVA de uma via seguida pelo teste
de Dunnett’s. & p<0,05 grupo naive versus grupo sépticos; # grupo naive versus grupo naive + B-bloqueador; *
grupo séptico versus grupo séptico + 3-bloqueador.

Tabela 2: Densidade (Bmax) dos receptores -adrenérgicos em segmentos de ventriculos
esquerdos.

Grupos Experimentais Valores de Bmax
(fmol x mg de proteina-')
Naive 13,1%1,6
Naive+propranolol 11,3+1,3
Naivetbisoprolol 11,0£1,0
Naive+carvedilol 9,0+1,0
Naive+alprenolol 12,0+1,5
Naive+bucindolol 5,4+0,6#
Sepse 4,3%0,5¢&
Sepse+propranolol 15,0+2,5*
Sepse+bisoprolol 23,0+4,0*
Sepse+tcarvedilol 3,5+0,6
Sepse+talprenolol 8,0£0,6*
Sepse+bucindolol 1,8+0,4

Os valores s&o expressos como a média e o erro padréo da média de 5-8 animais por grupo experimental*
Os resultados foram analisados pelo teste de Anova de uma via seguida pelo de Dunnett’s. Simbolos
representam diferenca estatistica: & naive versus sepse; # naive versus naivetbucindolol; * sepse versus
sepse + tratamento.

Esses dados sugerem que, o tratamento com propranolol e bisoprolol e alprenolol foram

eficazes em prevenir a perda de 3-ARs na célula cardiaca mediada pela sepse.
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Camundongos sépticos tratados com propranolol ou bisoprolol ou carvedilol ou
bucindolol, mas ndo com alprenolol, aumentam a expressdo do transcrito que codifica f1-
ARs em tecido cardiaco

Um fato comum observado no tratamento com antagonistas dos B-ARs é a
supraregulagao (up-regulation) desses receptores no cora¢do (BRODDE et al., 1989a) . Sendo
assim, foi quantificada a expressao relativa de transcritos do gene que codifica B-ARs.

O tratamento de camundongos sépticos propranolol (Figura 18A), bisoprolol (Figura
18B), carvedilol (Figura 18B) e bucindolol (Figura 19B) aumentou a expressédo de mRNA dos 34-
ARs no tecido cardiaco. Supreendentemente, a expresséo relativa mRNA do B+-AR n&o foi
afetada pelo tratamento com alprenolol (Figura 19A), bem como nos camundongos naives
tratados com propranolol (Figura 18A), bisoprolol (Figura 18B) e carvedilol (Figura 18C).
Interessantemente, foi observado o aumento da transcrigdo em camundongos naives tratados

com bucindolol (Figura 19B).
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Figura 18: Efeito do tratamento in vivo com propranolol (A), bisoprolol (B) e carvedilol (C) na expressao
relativa de $1-ARs em camundongos submetidos & sepse ou ndo. Nos ensaios de RT-pPCR foram utilizados
segmentos do ventriculo esquerdo cardiaco. Os scatter dot plot representam a média e o erro padrdo da média de

6-12 animais por grupo experimental. Os resultados foram expressos em relagéo ao grupo naive € analisado pelo
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teste ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett’s. & p<0,05 grupo naive versus grupo sépticos; * grupo

séptico versus grupo séptico + f-bloqueador.

- #
< 5 61
w
o o®
<
w
: & &
] . 4l
g 27
<
=
o
o
©° °
© *
£ 2 o
s e}
2 . °
) o
us
]
w
@
2
5 i
x 0 T T T
< N 3 >
€ O @ e SO
,b\*\ A qge A & ° R °
N O L) O N &
& Q\ X &
«? «? & x®
Q2 2 Q2 2
2> N > Ol
N &% A )

Figura 19: Efeito do tratamento in vivo com alprenolol (A) e bucindolol (B) na expressao relativa de B+-ARs
em camundongos submetidos a sepse ou ndo. Nos ensaios de RT-pPCR foram utilizados segmentos do
ventriculo esquerdo cardiaco. Os scatter dot plot representam a média com o erro padrdo da média de 6-12 animais
por grupo experimental. Os resultados foram expressos em fmol.mg de proteina-! e analisado pelo teste ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Dunnett’s. & p<0,05 grupo naive versus grupo sépticos; # p<0,05 grupo naive versus
naive + B-bloqueador; * grupo séptico versus grupo séptico + B-bloqueador.

Os dados desta segdo sugerem que, animais sépticos tratados com propranolol,
bisoprolol, carvedilol e bucindolol tém a expressdo de B+-ARs aumentada no tecido cardiaco,

efeito esse ndo observado entre os animais sépticos tratados com alprenolol.

O tratamento de camundongos sépticos com propranolol, bisoprolol e alprenolol, mas ndo
com carvedilol e bucindolol, aumenta o cronotropismo da isoprenalina em experimento

com coragdo isolado.

Na sepse, a incapacidade do coragdo responder a estimulos adrenérgicos tem sido
relacionada com a perda de 31-ARs. Sendo assim, foi investigado se a “prevencédo” da perda de
B1-ARs e de seu mRNA observada apds alguns tratamentos com B-bloqueadores (Figuras 16-17

e Figuras 18-19) reverteria 0 quadro hiporeativo do coragdo de camundongos instalado na
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sepse. Para isso, camundongos sépticos foram tratados com propranolol, bisoprolol, carvedilol,
alprenolol e bucindolol e, apds 24 horas da indugdo da sepse por CLP, o coragao foi isolado,
montado num sistema Langendorff e uma curva concentragé@o-resposta para a isoprenalina foi
construida.

Como esperado, o cronotropismo positivo maximo da isoprenalina no coragdo de
camundongos naive n&o foi afetado pelo tratamento com propranolol (436+9,0 bpm , n=9),
bisoprolol (474,5+34 bpm, n=9), carvedilol (450+33 bpm, n=9) e alprenolol (518+24 bpm, n=9),
respectivamente Figuras 20A-C e 21A. Porém, o cronotropismo positivo maximo da isoprenalina
no coragdo de camundongos naive tratados bucindolol foi reduzido (Emax= 388+10 bpm; n=5).

Na presenca de isoprenalina, as frequéncias cardiacas dos coragdes de camundongos
septicos tratados com propranolol (Figura 20A, Eméx, 468115 bpm, n=6) ou alprenolol (Figura
21A, Emax, 528+3 bpm; n=6) foram bastante superiores aquelas de camundongos sépticos que
nao receberam algum destes dois B-bloqueadores (Emax= 340149 bpm n=5) e semelhantes

aquelas encontradas no coragao de camundongos naive (Emax= 518424 bpm n=9).
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Figura 20: Animais sépticos tratados com propranolol e bisoprolol, mas nédo carvedilol, restabelecem a
frequéncia cardiaca em coracao isolado. Curva concentracdo-resposta a isoprenalina (102 a 108) foram
realizadas em coragéo intacto e a frequéncia cardiaca foi avaliada. O efeito méximo (emax) dos diferentes grupos
experimentais foi analisado através do teste Anova de uma via seguido pelo Teste de Dunnett’s (& p<0,05 grupo
naive versus grupo sépticos; # p<0,05 grupo naive versus naive + B-bloqueador; * grupo séptico versus grupo
séptico + B-bloqueador). Simbolos representam a média e o erro padrdo da média de 5-6 animais por grupo
experimental
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No entanto, ndo houve prevengédo do cronotropismo reduzido quando os camundongos
sépticos foram tratados com carvedilol (Emax= 384+16 bpm n=8), bucindolol (Eméx = 260+30

bpm n=5) ou bisoprolol (Eméx= 380+12 n=7), respectivamente Figura 20C; 21B; 20B.
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Figura 21: Animais sépticos tratados com alprenolol (A) mas néo bucindolol (B) restabelecem a frequéncia
cardiaca em coragéo isolado. Curva concentrago-resposta a isoprenalina (10-'2 a 10-8) foram realizadas em
coragdo intacto e a frequéncia cardiaca foi avaliada. O efeito maximo (Eméax) dos diferentes grupos experimentais
foi analisado através do teste Anova de uma via seguido pelo Teste de Dunnett’s (& p<0,05 grupo naive versus
grupo sépticos; # p<0,05 grupo naive versus naive + B-bloqueador; * grupo séptico versus grupo séptico + B-
bloqueador). Simbolos representam a média e o erro padréo da média de 5-6 animais por grupo experimental.

O tratamento com p-bloqueadores resulta em menor produgdo de citocinas pro-
inflamatérias durante a sepse
Camundongos sépticos apresentam elevadas quantidades de citocinas pro-inflamatérias

no plasma (IL-1p e TNF-a) e no coragéo (IL-1B)(Figura 12). Nesse sentido, animais sépticos

foram tratados com B-bloqueadores e apds 24 h, o soro e coragao foram coletados.
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Figura 22: Animais sépticos tratados com p-bloqueadores reduzem a produgdo de IL-1B (A e B,
respectivamente, soro e coragao) e TNF-a. (C e D, respectivamente, soro e coragao). Apds 24 horas da indugédo
da sepse, os animais tratados com os B-bloqueadores foram heparinizado e o sangue e o coragéo coletados. Em
seguida os tecidos foram processados e os niveis de IL-1p e TNF-a. determinados pelo teste imunoenzimatico. Os
dados foram analisados através do teste Anova de uma via seguido pelo Teste de Dunnett’s (*p<0,05 grupo naive
versus grupo séptico; # p<0,05 grupo sepse versus grupo sépticottratamento). Simbolos representam a média e o
erro padrdo da média de 5-15 animais por grupo experimental.

Altos niveis de IL-1B (1784+169 pg/mL,n=14) e TNF-a (736£39 pg/mL, n=8) foram
encontrados no soro de camundongos sépticos (Figura 22). No entanto, os tratamentos com os
B-bloqueadores reduziram os niveis plasmaticos de IL-1B e TNF-oo (IL-18, em pg/mL:
propranolol=37+9; bisoprolol= 71+22; carvedilol=65+18; alprenolol=7+4; TNF-a.: propranolol=
44+14; bisoprolol=125+56; carvedilol= 66+29; alprenolol= 10362 pg/mL; n=5-8; Figura 22A e
22B). Além disso, os tratamentos com os B-bloqueadores reduziram os niveis de IL-1f no
coragdo (em pg.mg-! proteina: sépticos néo tratados=11+0,7, tratados com propranolol=2+0,2;

bisoprolol=2+0,1; carvedilol=2+0,4; alprenolol=2+0,2; n=5-8; Figura 22C), mas ndo diminuiram
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os niveis de TNF-a (em pg.mg-' proteina: sépticos ndo tratados= 1£0,09; tratados com
propranolol= 0,9£0,1; bisoprolol= 1,3£0,05; carvedilol= 1£0,1; alprenolol= 1,3£0,12 n=5-14;
Figura 22 D).

Os resultados desta secdo mostram que todos os B-bloqueadores foram eficientes na
reducdo de IL-1p (sistémica e local) e TNF-o. (apenas os niveis sistémicos). A seguir, foi

investigado o efeito dos [-bloqueadores sobre a produgédo dessas citocinas por macréfagos.

[-bloqueadores reduzem a produgdo de citocinas pro-inflamatorias em cultura de
macrofagos estimulados por LPS

Durante o processo inflamatério infeccioso, os macréfagos séo capazes de identificar
substancias dos patégenos microbianos desencadeando a producdo de citocinas por essas
células. E sabido que as citocinas pro-inflamatorias, entre elas IL-1B e TNF-o., sdo importantes
nas reagdes que medeiam o processo inflamatorio inicial, e que em altas concentragdes (como
na sepse) sdo capazes de reduzir a contratilidade cardiaca, o tonus da musculatura lisa vascular
e promover quadros hipoglicémicos que sdo incompativeis com a vida. Neste sentido, espera-se
que a redugéo na concentragao sistémica e local de IL-13 e TNF-a traga beneficios ao paciente.

Como mostrado na secao anterior (Figura 22), o tratamento com B-bloqueadores reduziu
os niveis IL-1B (séricos e locais) e TNF-oo (apenas séricos). Sabendo que a produgédo de
citocinas resulta da exposi¢do de substéncias bacterianas aos macrofagos, foi investigada a
capacidade dos B-bloqueadores reduzirem a produgdo de IL-13 e TNF-a por macréfagos
isolados em duas situagdes experimentais: (1) tratamento dos macréfagos com B-bloqueadores
por 60min seguida da exposi¢ao ao LPS (1ug/mL) por 120min mais ATP (5uM) por 30min para
quantificagdo de IL-1B; (2) tratamento dos macréfagos com B-bloqueadores por 60min seguida

da exposigéo ao LPS (100ng/mL) por 4h para quantificacdo de TNF-c.
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Como mostrado na Figura 23A-J, macrofagos desafiados com LPS foram capazes de
estimular a producdo de IL-1B (635129 pg/mL versus 28+8 em macréfagos ndo desafiados) e
TNF-a (1160+71 pg/mL versus 24+5 em macréfagos néo desafiados). Os tratamentos com os
B-blogueadores diminuiram (Anova de uma via seguida pelo teste de Dunnet) as concentragdes
de IL-1B (Figura 23A-E; Tabela X) e TNF-a. (Figura 23A-E; Tabela 2). No entanto, ndo houve

clara relagdo concentragdo-resposta com nenhum B-bloqueador investigado.
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Figura 23: Macréfagos estimulados com B-bloqueadores e expostos ao LPS reduzem a produgéo de IL-1p (A-E) e TNF-a (F-J). Painel A-E: macrofagos foram estimulados

1B foi quantificada. Painel F-J: macréfagos foram

IL-

em seguida,

40 ao LPS por duas horas mais trinta minutos de ATP 5uM
estimulados com as drogas por uma hora, seguida pela exposi¢éo ao LPS por quatro horas, em seguida, TNF-q. foi quantificada. As citocinas foram mensuradas em sobrenadante de

com as drogas por uma hora seguida pela exposi¢

macrofagos pelo método de ELISA. O experimento foi realizado em quintuplicatas e cada amostra continha 10° de células. As barras representam a média e o erro padrdo da média.

Os dados foram analisados por Anova de uma via seguido pelo Teste de Dunnet’s. *p<0,05 sepse verus sepse+|[tratamento, M]
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Tabela 3: Valores de IL-13 e TNF-o. em sobrenadante de macrofagos estimulados ou ndo com concentragdes crescentes dos [B-bloqueadores (as
concentragdes foram baseadas no valor de Kp’; trés vezes o valor de Kp; e dez vezes o valor de Kp de cada droga) exposto ao LPS™ 1ug/mL+ATP 5uM ou LPS
100ng/mL. O experimento foi realizado em quintuplicatas e cada amostra continha 10° células. Os valores de p foram fornecidos através da analise de Anova
de uma via com mensuragdes repetidas seguida pelo teste de Dunnet’s.

Grupos Experimentais

**MgtLPS 1ug/mL+ATP 5uM (estimulo para a produgéo de IL-1p)

meio Propranolol bisoprolol carvedilol alprenolol bucindolol
108M 3.10M 10"M 310°M 10"M 3.10™™ 10°M 3.10°M 10M 10M 3.10%M 10°M | 3.10"°M | 10-°M 3.10°M
fgg 47 344 | 3717 496 573 557 514 | 734 | 625 389 478 507 500 453 541

31 | 237 | +14 4 123 332 | 15 | £31 | £57 | 160 | 46 17 17 27 4

\ézl(;)r 0,002 | 0,0002 | 0,0002 | 0,02 N.A®** N.A 0,01 N.A N.A 0,008 0,08 N.A 0,05 0,005 N.A

Mg+LPS 100ng/mL (estimulo para a produgéo de TNF-a)

meio Propranolol bisoprolol carvedilol alprenolol bucindolol
1160 10M 3.10°M 10"M 3.10°M 10"M 3.10"™M 10°M 3.10°M 10M 10M 3.10 M 10"M 3.10-10M 10°M 10"M

71 480 | 235 | 223 616 695 713 777 | 951 | 934 | 642 | 693 19 768 686 631
70 | 21 | *20 | 42 56 | +127 | 83 | 85 | 27 | 163 | 31 11 136 123 123

Valor
de p <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | 0.0006 0,006 0,006 0,007 0,07 0,07 <0,001 | <0,001 | 0,0001 | <0,001 <0,001 <0,001

*Constante de dissociagdo em equilibrio (Kp): € a concentragéo da droga que se liga em 50% dos receptores disponiveis para a ligagdo. **LPS:
lipopolissacarideo bacteriano. ***M¢= macréfagos. ****N.A= n&o aplica.
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Tomados em conjunto, esses resultados demonstram que, os B-bloqueadores foram
eficientes na redugao de IL-13 e TNF-a tanto no tratamento in vivo (Figura 22) como em cultura

isolada de macréfagos.

Somente o tratamento com propranolol resulta em menor disseminagdo bacteriana para a
corrente sanguinea apos a sepse.

A Figura 24 mostra os valores de log1o das unidades formadoras de coldnias bacterianas
por ml de sangue de camundongos sépticos (Log UFC/ml= 3,8+0,3; n=11) versus camundongos
sépticos tratados com propranolol (2,0+0,2), bisoprolol (3,7+0,4), carvedilol (3,2£0,2), alprenolol
(2,940,2) e bucindolol (4£0,4) (n=6-9). Interessantemente, foi observado que apenas o
tratamento dos camundongos sépticos com propranolol reduziu a disseminagéo bacteriana para

a corrente sanguinea quando comparados com animais septicos néo tratados.

* #
® 1
=]
c 4A %
=
s ES
5 Ba
o
2 3 T
E
o
w 21
o
o>
o
4 11
ND
0 T T T T T T
S ROMEEINN NS ©
& R O o > NI
o N & e
Q & 2 N O
AN PN
«Q %Q;‘ 2 @ &
% N R R
%Q,Q 4 ) R

Figura 24: Tratamento com propranolol reduz o numero de coldnias bacterianas em animais sépticos. As
amostras de sangue foram coletas apds 24 de indugédo da sepse moderada e semeadas em agar Mueller-Hinton. Apos
de 24hs de incubagéo a 37°C as colonias bacterianas foram contadas manualmente. Os dados foram expressos com
logaritmo de unidades formadoras de colénias (UFC) por mililitro (mL). Os grupos experimentais foram comparados
através do teste Anova de uma via seguido pelo Teste de Dunnett’s (*p<0,05 grupo naive versus grupo séptico; #
p<0,05 grupo sepse versus grupo séptico+propranolol). Simbolos representam a média e o erro padrdo da média de 5-
6 animais por grupo experimental.
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Uma vez que o propranolol reduziu a disseminagdo bacteriana para a corrente
sanguinea na presenca de propranolol, foi investigado uma possivel a¢do microbicida direta do
propranolol em cultura bacteriana de Staphyloccus aureus isolados de pacientes e cultivados em
meio RPMI. A Figura 25 mostra que o propranolol ndo tem ag¢&o microbicida sobre a cultura de

Staphyloccus aureus.
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Figura 25: Propranolol ndo apresenta agao bactericida em coldnias isoladas de Staphyloccus aureus. O meio
de cultura bacteriano contendo propranolol ou ndo foi semeado em agar Mueller-Hinton. Apés de 2hs de incubagao
com a droga a 37°C e 5% COz2, meio bacteriano foi semeado em agar Mueller-Hinton e mantido em 37° C. Apés 24
horas as coldnias foram contadas manualmente. Os dados foram expressos com logaritmo de unidades formadoras
de coldnias (UFC) por microlitro (WL). Os grupos experimentais foram comparados através do teste de student’s.
*p<0,05 meio de cultura bacteriano sem propranolol versus meio de cultura bacteriano com propranolol. O
experimento foi realizado em quintuplicata e os simbolos representam a média e o erro padréo da média.

O resultado desta secgéo indica que, camundongos sépticos tratados com propranolol
apresentam melhor controle da infecgdo bacteriana. Entretanto, o estimulo com propranolol em
cultura bacteriana evidencia que a droga ndo apresenta acdo microbicida sobre a cultura de

isoladas de Staphyloccus aureus.
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A lesédo cardiaca na sepse é reduzida pelo tratamento com propranolol ou alprenolol, mas
n&o com bisoprolol, carvedilol ou bucindolol

Como mostrado na Figura 26, os camundongos sépticos tratados com propranolol
(Figura 26A; 2967 pg/mL n=6) e alprenolol (Figura 26D; 448+39 pg/ml n=6) tem menores niveis
plasmaticos de troponina-l quando comparado aos animais sépticos (73372 pg/mL n=12). No
entanto, a quantidade de troponina-l no plasma n&o é alterada pelos tratamentos com bisoprolol
(Figura 26B; 861184 pg/ml n=6) e carvedilol (Figura 26C; 682+110 pg/ml n=6).
Supreendentemente, a quantidade de troponina-l € aumentada nos camundongos sépticos

tratados com bucindolol (Figura 26E; 1910£180 pg/ml n=6).
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Figura 26: Animais sépticos tratados com propranolol (A) e alprenolol (D), mas nao bisoprolol (B), carvedilol
(C) e bucindolol (E) reduzem niveis de troponina-l no coragao isolado. O plasma foi coletado apds 24 horas de
inducdo da sepse. Os niveis de troponina-l foram quantificados por ELISA e os resultados expressos em
picogramas por mL (pg/mL). Os Scatter dot plot representam a média e o erro padrdo da média de 6-12 animais por
grupo experimental. Os resultados foram analisados pelo Teste T-student. &p<0,0001 naive versus sépticos;
*p<0,0007 sepse versus sepse+propranolol; ep<0.01 sepse versus sepse+alprenolol.
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Tais resultados indicam que, somente os tratamentos com propranolol e alprenolol foram

eficazes para reducao da lesdo cardiaca mediada pela sepse experimental.

Camundongos sépticos tratados com propranolol ou bisoprolol ou alprenolol, mas néao
com carvedilol, apresentam melhora em seus registros hemodinadmicos

Os resultados apresentados anteriormente nesta tese mostram que os tratamentos de
camundongos sépticos com propranolol, bisoprolol ou alprenolol: (1) “previnem” a perda do
receptor 3-adrenérgico cardiaco; (2) “melhoram” a contratilidade do corag&o isolado; (3) reduzem
citocinas proé-inflamatdrias e, (4) reduzem os niveis de troponina-I no plasma (exceto bisoprolol).
Portanto, foi investigado se os efeitos supramencionados contribuem para uma melhora
hemodindmica in vivo na sepse. Para isso, camundongos higidos foram anestesiados com
isoflurano (2% de indugéo e 1% de manutencao). Em seguida, a carétida esquerda foi exposta e
um cateter acoplado a um transmissor foi implantado para monitoramento da presséo arterial
pulsatil. Apds sete dias da implantacéo, a sepse por CLP foi induzida e um registro continuo de

18h da frequéncia cardiaca (FC) e da pressao arterial média (PAM) foi adquirido.

Inicialmente, foram determinados através de um registro continuo de 18 horas da PAM e
FC os efeitos hemodinédmicos dos B-bloqueadores em camundongos naive tratados segundo um
protocolo especifico de administracdo, o qual leva em conta a afinidade e a meia-vida plasmatica
de cada droga (descrito na se¢do Materiais e Métodos em Protocolos de tratamento). Em
seguida, foi calculada a area abaixo da curva (area under the curve, AUC) dos registros de FC e
PAM, a qual associa o efeito da droga a um determinado intervalo de tempo. Os dados obtidos
nos experimentos com camundongos naive (AUCpaw= 1776£47; AUCrc= 9020+312; n= 5)

indicam que a PAM e FC néo séo influenciados de maneira significativa pela administragao de
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propranolol (AUCpan= 1686+57; AUCrc= 9162+307; n=5), bisoprolol (AUCpaw= 1727151;
AUCFc= 9091£97; n=5), carvedilol (AUCpav= 1674+30; AUCFc=8645+182; n=5) e alprenolol
(AUCpan= 1675220; AUCFc=9774£378, n=5) em animais naives (THAZHATH et al., 2016)
Portanto, as doses de [-bloqueadores e os regimes terapéuticos escolhidos ndo causam

quadros hipocardiodinamicos em camundongos naive.

Uma vez que os dados obtidos em coragdes isolados de camundongos sépticos tratados
com carvedilol ou bucindolol ndo mostraram melhora na frequéncia cardiaca, limitamos os

experimentos in vivo somente com carvedilol.

As Figuras 27 e 28 mostram a cinética da disfuncdo hemodindmica (hipotensdo e
bradicardia) instalada na sepse durante as primeiras 18h. Entretanto, quando os camundongos
sépticos sdo tratados com os B-bloqueadores (Tabelas 3 e 4) séo observadas reversoes parciais
da bradicardia em 6 horas com alprenolol (Figura 28D), 8 horas com propranolol (Figura 27C) e
12 horas com bisoprolol (Figura 27D). Interessantemente, apds 18 horas do inicio da sepse, a
FC foi restabelecida nos animais tratados com propranolol, bisoprolol ou alprenolol (Tabelas 4 e
5). No entanto, a melhora da bradicardia nao foi observada em camundongos sépticos tratados
com carvedilol (Figura 28C). Além disso, as Figuras 27 e 28 mostram que os tratamentos dos

camundongos sépticos com B-bloqueadores elevaram a PAM.

Tomados em conjuntos, esses resultados indicam que os tratamentos com os f3-
bloqueadores propranolol, bisoprolol e alprenolol revertem parcialmente a disfungéo

cardiovascular instalada na sepse.
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Figura 27: Animais sépticos tratados com propranolol (A e C) ou bisoprolol (B e D) apresentam melhora na
pressdo arterial (A e B) e frequéncia cardiaca (C e D) nos registros continuos de 18 horas em relagdo aos
animais sépticos. Animais higidos foram anestesiados com isoflurano (2% para indugéo e 1% para manuteng&o).
Em seguida, a carétida esquerda foi exposta para a implantagdo de um cateter acoplado a um transmissor. Apds
sete dias da implantac&o, a sepse foi realizada seguida pelo protocolo de tratamento especifico de cada droga e um
registro hemodinamico continuo de 18 horas foi adquirido. A pressdo arterial média e a frequéncia cardiaca foram
obtidas através do software LabChart 8.0 e os dados expressos respectivamente em mmHg e bpm. Os grupos
experimentais foram comparados através do teste Anova de duas via seguido pelo Teste de Bonferroni (*p<0,05
grupo naive versus grupo séptico; # p<0,05 grupo sepse versus grupo séptico+tratamento; & naive versus
naivettratamento). Simbolos representam a média e o erro padrdo da média de 5 animais por grupo experimental. A
seta ( ) representa o momento de aplicagdo da droga (via |.P) nos animais naivesttratamento ou
sépticot+tratamento.
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Tabela 4: Valores da presséo arterial média (PAM, em mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, em bpm) de animais sépticos ou ndo que foram tratados ou ndo com
propranolol ou bisoprolol, obtidos através do software LabChart 8.0 acoplado a um sistema de telemetria. Os valores de p foram fornecidos através da analise
de Anova de duas via com mensuragdes repetidas seguidas pelo teste de Bonferroni. *p<0,05 naive versus sepse; &p<0,05 naive versus naive + tratamento;
#p<0,05 sepse versus sepse + tratamento.

Naive Naivet+propranolol | Naivetbisoprolol Sepse Sepse+propranolol | Sepse+bisoprolol
Horas|  (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
PAM FC | PAM FC PAM FC PAM FC | PAM FC | PAM FC
2 106£3  532+25 98+3 53921 108+3 570430 1005 651+35* 101£5  646+25 11412% 641111
4 10944 60440 107£4 593134 122+3% 697+22% 82+8* 604132 8915  599+24 9415 647+18
6 109+4 58130 10644  623£17 | 11243 63948 65+6*  483+52* 86+£5*  535+15 82+8# 538441
8 108+4 574123 103+4 570134 102+3  553+10 69+5* 433+53* 84+4*  505+22* 88+7# 489+41
10 110£3 579423 105¢3  586+19 102+3  543+10 7416*  425+53* 87+4%  515+25% 90+6* 486+38
12 116£3  594+26 105¢4 578420 106£4 53518 71£6*  425+52* 88+5%  510+24# 89+5# 498+39*
14 1M11£5  513+14 106£4 559114 10246  501+16 66+3*  414+33" 87+4%  518+5* 89+9* 516+35*
16 108+3 514122 105£3  530%17 108+4 54519 61+4*  406+18* 85+5%  509+10# 96+£11# 538+25#
18 108+5 56418 107£4 537421 103£3 491111 61£3*  386+13" 85+5%  528+6% 90+8# 546+20%
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Figura 28: Animais sépticos tratados com alprenolol (B e D), mas ndo como carvedilol (A e C), apresentam
melhora na pressao arterial (A e B) e frequéncia cardiaca (C e D) nos registros continuos de 18 horas em
relagdo aos animais sépticos. Animais higidos foram anestesiados com isoflurano (2% para inducédo e 1% para
manuten¢do). Em seguida, a cardtida esquerda foi exposta para a implantagdo de um cateter acoplado a um
transmissor. Apos sete dias da implantagdo, a sepse foi realizada seguida pelo protocolo de tratamento especifico
de cada droga e um registro hemodinamico continuo de 18 horas foi adquirido. A presséo arterial média e a
frequéncia cardiaca foram obtidas através do software LabChart 8.0 e os dados expressos respectivamente em
mmHg e bpm. Os grupos experimentais foram comparados através do teste Anova de duas via seguido pelo Teste
de Bonferroni (*p<0,05 grupo naive versus grupo séptico; # p<0,05 grupo sepse versus grupo sépticottratamento; &
naive versus naivettratamento). Simbolos representam a média e o erro padrdo da média de 5 animais por grupo
experimental. A seta ( & representa 0 momento de aplicagdo da droga (via I.P) nos animais naive+tratamento ou
sépticottratamento.
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Tabela 5: Valores da presséo arterial média (PAM, em mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, em bpm) de animais sépticos ou ndo que foram tratados ou ndo com
carvediloll ou alprenolol, obtidos através do software LabChart 8.0 acoplado a um sistema de telemetria. Os valores de p foram fornecidos através da analise de
Anova de duas via com mensuragdes repetidas seguidas pelo teste de Bonferroni. *p<0,05 naive versus sepse; &p<0,05 naive versus naive + tratamento;
#p<0,05 sepse versus sepse + tratamento.

Naive Naivetcarvedilol | Naive+alprenolol Sepse Sepsetcarvedilol | Sepse+alprenolol
Horas|  (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
PAM FC PAM FC PAM FC PAM FC PAM FC PAM FC
2 105+3 52626 101£2 53616 99+1 593+14 | 100+6 646+33* 11745  530+77# | 108+5* 605+12
4 10314 633124 1133 667112 1101 64819 755  602+33 9415  467x7T# 1012 67111
6 110+4 550427 105£1  576+23 1031 663+42% | 64+£3*  478+50" 80£5% 37082 89+2#  583+25*
8 10814 56527 104+3 539133 102+2 638+58% | 68+4*  429+47* 81+4% 391125 86+1#  536+14#
10 110+3 56426 101£2 512427 10742 690+70% | 70+4*  423+50* 83+4%  406+17 86+1%  531+14#
12 116£3  580+30 104+3 50019 102+2% 573116 68+5*  424+51* 83+5% 44325 82+1%  546+14*
14 1M1+5  511+15 10445 499427 10241 543+4 67+3*  412+34* 83+4% 475125 80+2% 5361207
16 103+3 523122 100+2  490+17 1071 56919 63+4*  403x17* 8015  470+25 83+4% 546129
18 118+5 567+19 105£3 53846 101+£3% 524114 64+3*  386+6* 80+4%  515+32*% | 86+2*%  545+26%
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Tomados em conjuntos, esses resultados fornecem informagdes importantes sobre a
hemodinamica estabelecida durante todo o percurso do tratamento com os B-bloqueadores e,
nos reafirma o beneficio do tratamento com propranolol, bisoprolol e alprenolol durante a sepse.
Portanto, agora é necessario demonstrar se o curso do tratamento beneficia os parametros
cardiovasculares quando estimulados in vivo por uma droga inotropica. Sendo assim, a préxima
secdo da pesquisa diz respeito se os tratamentos supramencionados sdo capazes de aumentar

a contratilidade cardiaca in vivo quando estimulado pela isoprenalina.

O tratamento de camundongos sépticos com propranolol, bisoprolol ou alprenolol
aumentam o inotropismo da isoprenalina

Uma caracteristica marcante na sepse € a perda de responsividade do coragdo aos
agonistas adrenérgicos. Sendo assim, foi investigado se os camundongos sépticos tratados com
[-bloqueadores eram responsivos a isoprenalina.

A isoprenalina € um agonista seletivo dos -ARs e possui eficacia e afinidade muito
semelhantes nos Bi1-, B2-, e B3-ARs (BAKER, 2010). No coragdo, predominam [31-ARs e a
ativacdo destes receptores aumenta o débito cardiaco. Ja nos leitos vasculares de resisténcia
predominam B2-ARs, que quando ativados levam a vasodilatagdo e redugdo da resisténcia
vascular periférica. Sendo assim, é esperado que a administracdo de isoprenalina aumente a
frequéncia cardiaca e reduza a pressdo arterial média. De fato, a Figura 29 mostra que
administragdo de doses crescentes de isoprenalina (0,02-20 ug/Kg) a camundongos naive
aumenta a frequéncia cardiaca (Fig 29A), mas reduz a pressdo arterial média (Fig 29B),
provavelmente em razéo da redugéo da resisténcia vascular periférica. A Figura 29A também
mostra que o efeito inotrépico positivo da isoprenalina é grandemente perdido em camundongos

seépticos. Por outro lado, a reducdo da presséo arterial média pela isoprenalina em camundongos
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sépticos também foi pequena, provavelmente em razao do quadro hipotensivo que os animais se
encontravam ja no inicio do experimento (Figura 29B).

No entanto, o efeito inotrépico positivo da isoprenalina nos camundongos sépticos
tratados com propranolol foi consideravelmente maior do que aquele observado em
camundongos sépticos que nédo receberam o B-bloqueador (Figura 29A, Tabela 6). A hipotensao
maxima induzida pela isoprenalina em camundongos sépticos tratados com propranolol nao foi

diferente daquela induzida em animais sépticos néo tratados (Figura 29B, Tabela 6).
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Figura 29: Animais sépticos tratados com propranolol sdo responsivos a estimulo inotrépico. Animais higidos
foram anestesiados com isoflurano (2% para indugdo e 1% para manutenc&o). Em seguida, a carétida esquerda foi
exposta e uma incisdo foi realizada para a implantagdo de um cateter acoplado a um transmissor. Apds sete dias da
implantag&o, a veia jugular foi canulada e a sepse foi realizada seguida pelo protocolo de tratamento especifico de
cada droga e um registro basal de 2 horas foi adquirido antes da construgdo da curva dose-resposta a isoprenalina..
Nos painéis A e B estdo representadas as curvas dose-resposta obtidas pela infusao de isoprenalina via veia jugular
(0,02-20 pg/Kg). Os valores da FC e PAM foram obtidos do software LabChart 8.0 acoplado a um sistema de
telemetria. Os grupos experimentais foram comparados através do teste Anova de duas via seguido pelo Teste de
Bonferroni (*p<0,05 grupo naive versus grupo séptico; # p<0,05 grupo sepse versus grupo séptico+tratamento; &
naive versus naivettratamento). Simbolos representam a média e o erro padrdo da média de 5 animais por grupo
experimental.

Tabela 6: Valores da pressao arterial média (PAM, em mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, em
bpm) de animais sépticos ou ndo que foram tratados ou ndo com propranolol, obtidos através do
software LabChart 8.0 acoplado a um sistema de telemetria. Os valores de p foram fornecidos
através da andlise de Anova de duas via com mensuragdes repetidas seguidas pelo teste de
Bonferroni. *p<0,05 naive versus sepse; &p<0,05 naive versus naive + propranolol; #p<0,05
sepse versus sepse + propranolol.

, Naive Naive+propranolol Sepse Sepse+propranolol
Isopre/n;lma, (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

M ke PAM | FC PAM | FC PAM | FC PAM
0 564+18 11845 | 537421 10744 | 386+13*  61+3* | 5284+6%  85+5*
0,02 700+26 11143 | 688127  84+2% | 382+43*  7047* | 570+40*% 80+3#
0,2 735426 9645 | 681+28 9612 | 397+44*  61+4* | 591+30*  76+4#
2 769+13 81+2 | 70327 75+0,6 | 416£51*  53£3* | 596+30* 66+4#

20 692431 6542 | 67913 650,5 | 420£45*  5043* | 568+27# 5642
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Os tratamentos dos camundongos sépticos com os B-bloqueadores bisopropolol (Figura
30, Tabela 7) e alprenolol (Figura 33, Tabela 9) produziram resultados semelhantes aqueles
observados com o propranolol, isto é, levaram a um aumento do efeito inotrépico positivo da
isoprenalina, sem afetar a hipotensdo maxima causada por este agonista. No entanto, o
tratamento dos camundongos sépticos com carvedilol (Figura 31, Tabela 8) ndo aumentou o
inotropismo positivo da isoprenalina, apesar de ter elevado a frequéncia cardiaca basal apds 18
h da indugéo da sepse por CLP.

Para facilitar a comparacdo na intensidade de recuperagéo do inotropismo positivo da
isoprenalina causada pelos tratamentos dos camundongos sépticos com B-bloqueadores, foram
calculadas as diferencas entre as frequéncias cardiacas maximas induzidas pelo agonista e as
respectivas frequéncias cardiacas basais (°A, Figura 32). Assim, a Figura 32 mostra que nos
camundongos sépticos tratados com bisoprolol ou alprenalol a isoprenalina aumentou a
frequéncia cardiaca em cerca de 100 bpm, enquanto que tal recuperagéo foi menor nos animais

tratados com propranolol (A= 69 bpm), ou com carvedilol (A= 29 bpm).

% A= é a diferenca entre o valor basal da frequéncia cardiaca (mensuragéo realizada antes da construgéo da curva
de isoprenalina) e a dose que representa o ponto de platd no grafico.
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Figura 30: Animais sépticos tratados com bisoprolol sdo responsivos a estimulo inotrépico. Animais higidos
foram anestesiados com isoflurano (2% para indugdo e 1% para manutengao). Em seguida, a carétida esquerda foi
exposta e uma incisdo foi realizada para a implantagdo de um cateter acoplado a um transmissor. Apds sete dias da
implantag&o, a veia jugular foi canulada e a sepse foi realizada seguida pelo protocolo de tratamento especifico de
cada droga e um registro basal de 2 horas foi adquirido antes da construgdo da curva dose-resposta a isoprenalina..
Nos painéis A e B estdo representadas as curvas dose-resposta obtidas pela infusao de isoprenalina via veia jugular
(0,02-20 pg/Kg). Os valores da FC e PAM foram obtidos do software LabChart 8.0 acoplado a um sistema de
telemetria. Os grupos experimentais foram comparados através do teste Anova de duas via seguido pelo Teste de
Bonferroni (*p<0,05 grupo naive versus grupo séptico; # p<0,05 grupo sepse versus grupo séptico+tratamento; &
naive versus naivettratamento). Simbolos representam a média e o erro padrdo da média de 5 animais por grupo
experimentall

Tabela 7: Valores da presséo arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) de
animais sépticos ou nao que foram tratados ou ndo com bisoprolol, obtidos através do software
LabChart 8.0 acoplado a um sistema de telemetria. Os valores de p foram fornecidos através da
analise de Anova de duas via com mensuragdes repetidas seguidas pelo teste de Bonferroni.
*p<0,05 naive versus sepse; &p<0,05 naive versus naive + alprenolol; #p<0,05 sepse versus
sepse + alprenolol.

| ; Naive Naive+bisoprolol Sepse Sepse+bisoprolol
kg (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
FC PAM | FC PAM | FC PAM | FC PAM

0 564+18 11845 | 491+11 10343 | 386+£13*  61+3* | 546+20* 90+8#

0,02 700426 11143 | 73847 11744 | 382+43" 7047 | 616+46% 89+7#

0,2 73526 965 | 7847 0245 | 397+44* 61+4* | 645451 T1#4

2 76913 81+2 | 770£15  68+4% | 416+51*  53+3* | 640+46* 6344

20 692+31 65+2 | 745+24 6345 | 420+45*  50+3* | 620£37*%  57+2
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Figura 31: Animais sépticos tratados com carvedilol sdo pouco responsivos a estimulo inotrépico. Animais
higidos foram anestesiados com isoflurano (2% para indugdo e 1% para manuten¢do). Em seguida, a carétida
esquerda foi exposta e uma incis&o foi realizada para a implantagéo de um cateter acoplado a um transmissor. Apds
sete dias da implantagdo, a veia jugular foi canulada e a sepse foi realizada seguida pelo protocolo de tratamento
especifico de cada droga e um registro basal de 2 horas foi adquirido antes da construgao da curva dose-resposta a
isoprenalina. Nos painéis A e B estdo representadas as curvas dose-resposta obtidas pela infusdo de isoprenalina
(0,02-20 pg/Kg) via veia jugular. Os valores da FC e PAM foram obtidos do software LabChart 8.0 acoplado a um
sistema de telemetria. Os grupos experimentais foram comparados através do teste Anova de duas via seguido pelo
Teste de Bonferroni (*p<0,05 grupo naive versus grupo séptico; # p<0,05 grupo sepse versus grupo
sépticottratamento; & naive versus naive+tratamento). Simbolos representam & média e o erro padréo da média de
5 animais por grupo experimental.

Tabela 8: Valores da presséo arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) de
animais sépticos ou néo que foram tratados ou ndo com carvedilol, obtidos através do software
LabChart 8.0 acoplado a um sistema de telemetria. Os valores de p foram fornecidos através da
analise de Anova de duas via com mensuragdes repetidas seguidas pelo teste de Bonferroni.
*p<0,05 naive versus sepse; &p<0,05 naive versus naive + carvedilol; #p<0,05 sepse versus
sepse + carvedilol.

| ; Naive Naive+carvedilol Sepse Sepse+carvedilol
kg (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
FC PAM | FC PAM | FC PAM | FC PAM

0 567+19 11845 | 53846 10543 | 386+6"  64+3* | 515432% 83+42#

0,02 68517 11144 | 615484  87+3% | 383437 7047* | 536+19% 7342

0,2 713+15 0746 | 715435  80+4% | 308+43" 61+4* | 546+24* 6243

2 740+18 8243 | 739+10 6842 | 415+44* 53+3* | 544+17#  57+4

20 653128 65+2 | 6869 573 | 422+47*  5043* | 537+14% 5344
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Figura 32: Curva dose-resposta a isoprenalina (0,02-20 pg/Kg) em animais sépticos que foram tratados ou
ndo com propranolol, bisoprolol, alprenolol e carvedilol. Animais higidos foram anestesiados com isoflurano
(2% para indugéo e 1% para manutengao). Em seguida, a carétida esquerda foi exposta e uma incisdo foi realizada
para a implantagdo de um cateter acoplado a um transmissor. Apds sete dias da implantagdo, a veia jugular foi
canulada e a sepse foi realizada seguida pelo protocolo de tratamento especifico de cada droga e um registro basal
de 2 horas foi adquirido antes da construgdo da curva dose-resposta a isoprenalina. Os valores de frequéncia
cardiaca foram obtidos do software LabChart 8.0 acoplado a um sistema de telemetria. Os grupos experimentais
foram comparados através do teste Anova uma via seguido pelo Teste de Bonferroni (*p<0,05 grupo naive versus
grupo seéptico; # p<0,05 grupo sepse versus grupo séptico+tratamento). Simbolos representam a média e o erro
padrdo da média de 5 animais por grupo experimental.



Os tratamentos dos camundongos sépticos com os B-bloqueadores bisoprolol (Figura
30, Tabela 7) e alprenolol (Figura 33, Tabela 9) produziram resultados semelhantes aqueles
observados com o propranolol, isto é, levaram a um aumento do efeito inotrdpico positivo da
isoprenalina, sem afetar a hipotensdo maxima causada por este agonista. No entanto, o
tratamento dos camundongos sépticos com carvedilol (Figura 31, Tabela 8) ndo aumentou o
inotropismo positivo da isoprenalina, apesar de ter elevado a frequéncia cardiaca basal apds 18
h da indugéo da sepse por CLP.

Para facilitar a comparacdo na intensidade de recuperagéo do inotropismo positivo da
isoprenalina causada pelos tratamentos dos camundongos sépticos com B-bloqueadores, foram
calculadas as diferencas entre as frequéncias cardiacas maximas induzidas pelo agonista e as
respectivas frequéncias cardiacas basais ('°A, Figura 32). Assim, a Figura 32 mostra que nos
camundongos sépticos tratados com bisoprolol ou alprenalol, a isoprenalina aumentou a
frequéncia cardiaca em cerca de 100 bpm, enquanto que tal recuperagéo foi menor nos animais

tratados com propranolol (A= 69 bpm), ou com carvedilol (A= 29 bpm).

19 A= ¢ a diferenca entre o valor basal da frequéncia cardiaca (mensuragao realizada antes da construgdo da curva
de isoprenalina) e a dose que representa o ponto de platé no grafico.
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Figura 33: Animais sépticos tratados com alprenolol sdo responsivos a estimulo inotrépico. Animais higidos
foram anestesiados com isoflurano (2% para indugdo e 1% para manutengao). Em seguida, a carétida esquerda foi
exposta e uma incisdo foi realizada para a implantagdo de um cateter acoplado a um transmissor. Apds sete dias da
implantag&o, a veia jugular foi canulada e a sepse foi realizada seguida pelo protocolo de tratamento especifico de
cada droga e um registro basal de 2 horas foi adquirido antes da construgdo da curva dose-resposta a isoprenalina..
Nos painéis A e B estdo representadas as curvas dose-resposta obtidas pela infusdo de isoprenalina (0,02-20
Mg/Kg) via veia jugular. Os valores da FC e PAM foram obtidos do software LabChart 8.0 acoplado a um sistema de
telemetria. Os grupos experimentais foram comparados através do teste Anova de duas via seguido pelo Teste de
Bonferroni (*p<0,05 grupo naive versus grupo séptico; # p<0,05 grupo sepse versus grupo séptico+tratamento; &
naive versus naivettratamento). Simbolos representam a média e o erro padrdo da média de 5 animais por grupo
experimental.

Tabela 9: Valores da presséo arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) de
animais sépticos ou nao que foram tratados ou ndo com alprenolol, obtidos através do software
LabChart 8.0 acoplado a um sistema de telemetria. Os valores de p foram fornecidos através da
anélise de Anova de duas via com mensuragdes repetidas seguidas pelo teste de Bonferroni.
*p<0,05 naive versus sepse; &p<0,05 naive versus naive + alprenolol; #p<0,05 sepse versus
sepse + alprenolol.

| ; Naive Naive+alprenolol Sepse Sepse+talprenolol
kg (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
FC PAM | FC PAM | FC PAM | FC PAM

0 567+19 11845 | 524+14  101+3 | 386+6" 643" | 545+26%  86+2*

0,02 685+17  111+4 | 769425 103+2% | 383+£37* 707" | 601+38# 95+10#

0,2 713+15 976 | 77148 8412 | 398+43" 6144 | 661+28*% 81+13*

2 740+18 8213 | 704+27  60+2% | 415+44*  53+3* | 647+22% 70+11#

20 65328 65+2 | 687422  57+2 | 422+47* 5043 | 609+20% 5442




No geral, esses resultados demonstram que, camundongos sépticos tratados com
propranolol ou bisoprolol ou alprenolol, melhoram suas respostas hemodinédmicas antes e apos a
administragdo de um agonista -adrenérgico quando comparado aos camundongos sépticos. No
entanto, camundongos tratados com carvedilol embora apresentem valores basais diferentes dos

septicos, ndo respondem com a mesma dindmica dos demais tratamentos.

Os tratamentos de camundongos sépticos tratados com propranolol, bisoprolol ou
alprenolol, mas nao carvedilol, aumentam a taxa de sobrevida

A curva de sobrevivéncia é uma boa ferramenta para analisar o quanto o tratamento
afeta a sobrevida (horas, dias ou semanas) em determinada sindrome ou doenga. Assim, foi
verificado se os tratamentos com [-bloqueadores aumentam a taxa de sobrevivéncia dos
camundongos submetidos a sepse por CLP. Para isso, camundongos naive e sépticos foram
submetidos aos diferentes tratamentos com B-bloqueadores (descrito na secdo: Materiais e
Métodos; item: protocolo de tratamento) e observados por 7 dias.

A Figura 34 mostra as curvas de sobrevivéncia de camundongos naive, sépticos e
sépticos que foram tratados com propranolol, bisoprolol, carvedilol ou alprenolol. A mortalidade
apés 7 dias foi reduzida pelos tratamentos dos camundongos sépticos com propranolol,
bisoprolol ou alprenolol (tabela 10). No entanto, camundongos sépticos tratados com carvedilol
mostraram taxa de sobrevivéncia semelhante aquela de camundongos sépticos que néo

receberam B-bloqueadores.
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Figura 34: Animais sépticos tratados com propranolol ou bisoprolol ou carvedilol ou alprenolol aumento a
taxa de sobrevivéncia em relagdo aos animais sépticos. O modelo de sepse experimental (CLP- cecum ligation
pucture) empregado foi iniciado com indugdo anestésica (isoflurano 1,5%) seguido de uma laparotomia. Logo apés,
0 ceco é exposto, a jungéo ileo-cecal ligada através de um fio de algodéo e duas perfuragdes com agulha de 18
gauge foram realizadas no ceco para indugéo da sepse. Em seguida, 0 ceco € reposicionado e a incisdo suturada.
Os animais submetidos ou ndo ao modelo de sepse experimental foram observados a cada 8 horas durante 7 dias.
Os resultados foram expressos como porcentagem de sobrevida e obtidos pelo teste Log-rank (Mantel-Cox) (n=11
animais/grupo).

Tabela 10: Taxa de sobrevivéncia de animais sépticos ou ndo que foram tratados com
propranolol ou bisoprolol ou carvedilol ou alprenolol. Os valores sdo expressos em porcentagens
e obtidos pelo teste Log-rank (Mantel-Cox).

Grupos experimentais (n=11/grupo)

Naive | Sepse Sepse+ Sepse+ Sepse+ Sepse+

_ propranolol | Bisoprolol | carvedilol | Alprenolol
Dias Taxa de sobrevivéncia (%)

1 100 63,636 100 100 72,727 100
2 100 45,455 83,33 85,714 45,454 83,333
3 100 36,364 66,66 57,147 36,363 66,667
4 100 36,364 50 57,147 36,363 66,667
5 100 36,364 50 57,147 36,363 66,667
6 100 36,364 50 57,147 36,363 66,667
7 100 36,364 50 57,147 36,363 66,667




Discussao

Recentemente, novas terapéuticas farmacolégicas tem surgido para melhorar o quadro
hemodindmico hiporeativo instalado na sepse. As novas estratégias implementadas abordam
diversas sinalizagdes, dentre elas a ativagdo da via apelinérgica (COQUEREL et al., 2018) e
estabilizagdo do complexo Ca2*-troponina C (YANG et al., 2019). Entretanto, os tratamentos
propostos ndo tem sido eficientes na reversao da disfungéo cardiovascular (ANTCLIFFE et al.,
2019) e por essa razao, a pratica clinica continua limitada a medicamentos utilizados desde a
década de 1970, tais como a noradrenalina (agonista o1, a2 € B-ARs) e a dobutamina (agonista
B-ARs) (WALTERS; MCGOWAN, 1964; REGNIER et al., 1979; STRATTON; BERLIN; ARBO,
2017). Na busca de fundamentos para uma nova abordagem farmacolégica para a prevencgéo da
disfuncdo cardiaca na sepse, a presente tese explorou os efeitos de varios ligantes com
diferentes eficacias intrinsecas nos receptores f3-adrenérgicos.

A afinidade e eficacia sdo propriedades farmacolégicas que determinam o sucesso
terapéutico da pratica clinica. Didaticamente, a afinidade € descrita pela capacidade de um
ligante ocupar seu receptor, seja ele um agonista ou antagonista; ja a eficacia € a propriedade da
droga que define sua capacidade de desencadear processos bioquimicos de transdugéo de sinal
que resultam na agéo farmacoldgica, permitindo que essa droga seja chamada de agonista caso
a sinalizacdo seja disparada (eficacia positiva), agonista inverso quando o receptor &
desacoplado de sua via de transdugéo (eficacia negativa), ou antagonista se sua agao resulta
apenas da competicdo pela ligacdo ao receptor (eficacia nula) (KENAKIN, 2012). Baseado
nesse racional farmacoldgico, drogas vastamente utilizadas na prética clinica e popularmente
conhecidas como B-bloqueadores tém sido descritas na literatura como agonistas inversos para
acao mediada através do acoplamento a proteina Gs (e.g. propranolol e bisoprolol) (MAACK et

al., 2001; BAKER; HALL; HILL, 2003) ou agonistas parciais (baixas eficacias) para esta mesma



via de sinalizacdo (e.g. carvedilol e alprenolol) (GALANDRIN; BOUVIER, 2006)
(ABRAHAMSSON, 1986). Além disso, em razédo de suas afinidades, muitos dos chamados f3-
bloqueadores apresentam discreta seletividade para os Bi-ARs (0os quais predominam no
coragdo) em relacdo aos P2-ARs (os quais predominam no musculo liso vascular e dos
brénquios) (BAKER, 2005; BAKER, 2010). Para a escolha das doses dos [-bloqueadores
empregadas nos tratamentos farmacologicos experimentais na presente tese, foram levados em
consideracéo a afinidade de cada ligante pelo B1-AR e o tempo de meia-vida plasmatica de cada
farmaco para garantir ocupacéo de 50% dos receptores durante a fase hipercardiodinémica da
sepse. Além disso, também foi considerada a eficacia de cada droga no B+-AR com a
expectativa de que, além de “proteger” os receptores da desensibilizagdo/internalizacao, eles
também garantissem variados “graus” de inotropismo positivo que poderiam minimizar a
disfuncéo cardiaca resultante do processo inflamatério na sepse.

A regulacéo de receptores por dessensibilizagao/internalizacdo pode ser entendida como
um processo fisiolégico que participa da manutencdo da homeostase ao permitir a regulagéo fina
da intensidade da comunicagao celular, mas cuja desregulagéo desse padréo dinamico € capaz
de pertubar os mais variados sistemas biologicos, como por exemplo o sistema cardiovascular,
nociceptivo, o respiratério, entre outros (ZOU et al., 2018; KAN et al., 2018; NADEEM et al.,
2019). Neste sentido, a redugéo de receptores na superficie das células ao longo do processo
inflamatorio séptico tem sido apontado como um dos fatores influentes na manutencédo do estado
infeccioso e hiporeativo. Como parte do que contribui para a persisténcia da infeccdo, foi
observado em neutrdfilos de pacientes sépticos o aumento na expressdo de GRK-2 e GRK-5
acompanhado da redugédo dos receptores para IL-8 e leucotrieno B4, ambos GPCRs, cuja
consequéncia foi o comprometimento na migragdo dos fagocitos para o foco infeccioso e na
eliminagdo de microorganismos invasores por fagocitose (ARRAES et al., 2006). Similarmente,

foi reportado aumento na atividade da GRK-2 em tecido cardiaco de camundongos submetidos



ao modelo experimental de sepse por CLP acompanhado da reducdo de B-ARs na membrana
plasmatica (THANGAMALAI et al., 2014; DAL-SECCO et al., 2017), contribuindo sobremaneira
para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca instalada durante a sepse. De maneira
interessante, variadas patologias que podem ocasionar insuficiéncia cardiaca também
convergem para a redugdo na quantidade de B-ARs no miocardio (BRODDE et al., 1989b;
MONTO et al., 2012; FERRARA et al., 2014).

Estudos prévios tem reportado que durante o estimulo crénico com a isoprenalina (uma
catecolamina sintética agonista seletiva dos 3-ARs) podem ocorrer redugdes das densidades de
B1-ARs e B2-ARs (MCLEAN; MILLIGAN, 2000) e que o tempo meia-vida para a recuperagdo nos
niveis basais de ambos receptores na membrana plasmatica foi estimada em aproximadamente
45 horas e 18 horas, respectivamente (SNAVELY; ZIEGLER; INSEL, 1985). Portanto, é possivel
que entre os pricipais fatores responsaveis por reduzir a densidade dos -ARs na sepse estejam
os altos niveis circulantes de catecolaminas enddégenas (FLIERL et al., 2007; SAKAI et al., 2017;
JAN et al, 2019), o aumento da expressdo e da atividlade da GRK-2 favorecendo a
dessensibilizacdo/internalizagdo (THANGAMALAI et al., 2014; DAL-SECCO et al., 2017), e a
lenta taxa de recuperagdo dos receptores a membrana plasmatica. Como consequécia final,
esses fatores levam a reducdo da frequéncia cardiaca e da responsividade do miocardio aos
agonistas B-adrenérgicos (SAKAI et al., 2017b).

Na presente tese, a redugdo na densidade dos [B-ARs em tecido cardiaco de
camundongos sépticos foi prevenida nos animais tratados com propranolol, bisoprolol ou
alprenolol, enquanto que os tratamentos com carvedilol ou bucindolol foram incapazes de
proteger os B-ARs da internalizagdo observada na sepse. Tais achados apontam que a simples
competigdo dos B-bloqueadores com as catecolaminas endogenas pelos 3-ARs néo explica as
prevengdes da reducdo de densidade, uma vez que todas estas drogas competem com as

catecolaminas, mas nem todas elas apresentaram este efeito “preventivo”. Assim, é possivel



inferir trés possiveis causas para as diferengas observadas entre os tratamentos com os -
bloqueadores: (1) algumas destas drogas aumentam a transcricdo do RNAm que codifica os B1-
ARs, enquanto que outras nao tém tal efeito; (2) algumas destas drogas podem ser agonistas
tendenciosos que modulam a interagdo dos 3-ARs com as [-arrestinas (proteinas envolvidas no
processo de internalizacdo) e alteram a internalizacdo, e (3) algumas destas drogas alteram a
velocidade de reciclagem do receptor do compartimento intracelular para a membrana
plasmatica. Estas hipoteses sao discutidas a seguir.

Primeiramente, € sabido que no contexto inflamatério hé regulagdo da transcri¢édo de
genes que codificam diversas citocinas (tais como: IL-1p3, IL-6, IL-8, TNF-a) (MENG et al., 2013;
LAl et al., 2017; LAUKOVA et al., 2018; WANG et al., 2018) enzimas (tais como: INOS e NOX-2)
NADEEM et al., 2017; LAUKOVA et al., 2018; WANG et al., 2018)), fatores transcricionais (por
exemplo: NF-KB) (MENG et al., 2013; LAl et al., 2017)e GPCR’s (entre eles: ais-ARs e [31-ARs
no bacgo; endotelina-1a e endotelina-1b no pulmao (LAUKOVA et al., 2018;MATSUISHI et al.,
2016). Mais ainda, em doencas inflamatorias cardiacas ha redugdo na transcricdo génica
(MONTO et al., 2015) e na densidade dos B-ARs (BRODDE et al., 1989a; BRODDE et al.,
1989b; LO PRESTI et al., 2009). No entanto, existem poucos estudos associando a redugéo na
transcricdo do RNAm para os B1-ARs no tecido cardiaco e sepse. Na verdade, esses poucos
estudos relatam resultados contraditorios (THANGAMALAI et al., 2014; SAKAI et al., 2017). De
forma semelhante ao encontrado na presente tese, THANGAMALAI et al., (2014) observaram
reducdo de RNAm do B1-AR no decurso da sepse, diferentemente de Sakai et al., (2017), os
quais ndo observaram mudangas significativas na expressao do (1-AR no ventriculo esquerdo
de camundongos submetidos ao modelo experimental de sepse. N&o obstante, os resultados da
presente tese mostram que os tratamentos com B-bloqueadores (exceto o alprenolol) aumentam
a expressdo relativa do mRNA do B4-AR no coragdo de camundongos sépticos, mas ndo no

coragédo de camundongos naive (exceto o bucindolol). De fato, a capacidade dos -bloqueadores



propranolol e metoprolol aumentarem a expressao relativa do RNAm do B4-ARs ja foi relatada
em pacientes sob tratamento cronico da insuficiéncia cardiaca (BRODDE et al., 1989a). Porém,
0 aumento da expressao relativa do RNAm do B4-AR no coragdo dos camundongos sépticos
tratados com carvedilol e bucindolol ndo foi acompanhado do aumento desses receptores na
superficie das células cardiacas, e isto pode estar relacionado ao agonismo tendencioso descrito
para essas drogas. E interessante mencionar que ao interagirem com B1-ARs, o carvedilol e o
bucindolol promovem a ativagdo das ERK 1/2 (proteinas serina-treonina quinases) de uma
maneira bifasica (VAN DER WESTHUIZEN et al., 2014), sendo a ativagéo precoce dependente
da proteina G (BLAUKAT et al., 2000; DAHL et al., 2019) e a ativagao tardia dependente de B3-
arrestinas (EISHINGDRELO et al., 2015; KUMARI et al., 2019). Além disso, alguns estudos
indicam que o carvedilol € um agonista tendencioso que favorece a fosforilagdo dos 1-ARs por
GRKs (KIM et al., 2008), bem como o recrutamento de B-arrestinas e a internalizagéo do
receptor (WISLER et al., 2007; WANG et al., 2017). De forma semelhante, a incubagédo de
cultura de midcitos cardiacos com bucindolol reduziu a densidade de B1-ARs nestas células
(ASANO et al., 2001). Por outro lado, é sabido que o alprenolol reverte a redistribuigdo de B1-
ARs induzida pela isoprenalina na membrana plasmatica de cardiomiécitos de rato (NOOH;
MANCARELLA; BAHOUTH., 2018). Portanto, é possivel que as maiores densidades de -ARs
no coragdo de camundongos sépticos tratados com [-bloqueadores resultem do aumento da
transcri¢do génica (propranolol, bisoprolol), ou de uma combinagao deste efeito com a alteragéo
da translocacao do receptor nos diferentes compartimentos celulares (alprenolol). Mais ainda, os
resultados da presente tese ndo mostraram nenhuma relagéo entre a eficacia intrinseca dos -
bloqueadores e a capacidade deles aumentarem a densidade de B-ARs no coragdo dos
camundongos sépticos, uma vez que tal efeito foi observado tanto com drogas de eficacia “nula”

(propranolol), quanto com drogas de eficacia “moderada” (alprenolol).



No presente estudo, o coragéo isolado de camundongos sépticos apresentou menor
responsividade a isoprenalina, e tal resultado é consistente com a literatura (DAL-SECCO et al.,
2017). De forma relevante para os propésitos desta tese, a reatividade do coragao isolado de
camundongos sépticos a isoprenalina foi aumentada quando os animais haviam sido tratados
com propranolol, bisoprolol e alprenolol, os mesmos [B-bloqueadores que aumentaram as
densidades de -ARs no coragao. Portanto, é razoavel atribuir pelo menos parte do aumento da
responsividade cardiaca a maior densidade de -ARs funcionais na membrana plasmatica dos
cardiomidcitos. Estudos semelhantes apontam que, assim como os -bloqueadores investigados
na presente tese, a atorvastina aumenta a expressao de (1-ARs (mRNA e proteina) no tecido
cardiaco de camundongos sépticos e, consequentemente, a perfomace cardiaca
(THANGAMALAI et al., 2014). Outras drogas como o levosimendan (sensibilizador da ligagéo
Cazt a troponina C) e a milrinona (inibidor da fosfodiesterase Ill) apresentaram beneficio
cardiovascular em animais sépticos e, foi sugerido que esse efeito se deu por redugdo
plasmatica de troponina-l (marcador clinico de injuria cardiaca) e citocinas pro-inflamatérias
(TNF-a,, IL-6, IL-1B) (YAMASHITA et al., 2018).

Na sepse ha um desbalanco entre as sinalizagdes pro-inflamatérias e anti-inflamatérias.
Neste sentido, 0 processo séptico € iniciado pelo estado hiperinflamatério (aumento de TNF-q,
IL-1B, IL-6, sistema complemento, entre outros) favorecendo a instalagéo de diversas lesdes
organicas, incluindo as cardiacas (FATTAHI; WARD, 2017; WANG et al., 2020). De fato, no
presente estudo os camundongos sépticos apresentaram elevados niveis sistémico e local de
TNF-a e IL-1B, os quais foram reduzidos pelos tratamentos com B-bloqueadores. Na verdade, é
bem estabelecido que os B-bloqueadores reduzem os niveis dessas citocinas em diversas
condigdes inflamatérias. Em um modelo de inflamagéo articular pela administracdo de
carragenina na articulagdo temperomandibular de ratas, o tratamento com propranolol resultou

em menor liberagdo das citocinas pré- inflamatérias TNF-o e IL-13 no local (ZANELATTO et



al., 2018). Foi também demonstrado que o tratamento com baixas doses de propranolol (0,1
mg/Kg) reduziu os niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1f) no tecido gengival de
animais submetidos a um modelo de periodontite (RODRIGUES et al., 2012). De forma
semelhante, o bisoprolol reduz os niveis de citocinas pro-inflamatérias em cultura isolada de
mondcitos (MADEJ et al., 2009), o esmolol em ratos sépticos (LU et al., 2017) e o carvedilol em
modelo de periodontite e conjutivite (DE ARAUJO JUNIOR et al., 2013; CHEN; HONG, 2016).
Tem sido descrito que na sepse essa resposta inflamatoria é rapidamente seguida de
um estado anti-inflamatério (KANASHIRO et al., 2017), o qual reduz a ag¢do dos fagécitos,
comprometendo a fagocitose e consequentemente, a resposta local a infecgdo (TANG et al.,
1998; DAL-SECCO et al., 2017). E interessante observar que de forma equivalente ao processo
inflamatério-infeccioso séptico, héd comprometimento na sinalizagdo B-adrenérgica em diversas
condigbes inflamatérias. Por exemplo, ha redugdo na sinalizagdo por B2-ARs em células
dendriticas num modelo de artrite reumatoide e isto foi associado a maior atividade das GRKs
(WU et al., 2016); também ha alteracéo da densidade de B2-ARs em cardiomiécitos de ratos com
disfuncéo cardiaca associada a hiperinsulinemia em modelo de diabetes (WANG et al., 2017b); e
a atividada da GRK-2 em macréfagos associados ao tumor é reduzida, induzindo a polarizagéo
para um perfil antiinflamatorio no ambiente tumoral, o qual favorece a progresséo do carcinoma
hepatocelular (WU et al., 2019). Em geral, os resultados desses estudos podem estar
fundamentados no fato que as principais células do sistema imune relacionadas a produgéo de
citocinas pré-inflamatérias séo os macrofagos (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). As vias
pré-inflamatérias nessas células sé@o normalmente desencadeadas pela combinagéo de padrdes
moleculares associados aos patégenos (PAMPs), como o lipopolissacarideo (LPS), e ao dano
(DAMPs) como o HMGB1, com receptores de reconhecimento de padrées (PRRs). De maneira
geral, séo disparadas sinalizagbes que culminam na ativagdo de vias intracelulares que levam a

dissociagdo do complexo IKB/NF-KB, permitindo a translocagdo do fator transcrional NF-kB
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para o nucleo e a indugdo da expressao de varios genes pré-inflamatérios (LIU et al., 2017). E
sabido que o adrenoceptor predominante na superficie dos macréfagos é o $2-ARs (MAGOCSI
et al., 2007; LAMKIN et al., 2016). Canonicamente, a ativagéo dos [32-ARs estimula a proteina Gs
e consequentemente a adenilil ciclase, aumentando as concentragdes intracelulares de AMPc. O
AMPc modula a atividade do NF-kB através de mecanismos multiplos, que incluem: i) bloqueio
da atividade da IKKB, a enzima que fosforila o IKB, evitando a dissociagdo do complexo
IKB/NF-KB; ii) reducdo da atividade de proteinas envolvidas no processo de ubiquitinagdo do
IKB, aumentando sua concentragdo no meio intracelular e possibilitando o acoplamento com
NF-KB livre no citoplasma, o que impede sua a translocagao nuclear. Em conjunto, ambos os
mecanismos resultam na regulagdo negativa da atividade do NF-KB (GERLO et al., 2011).
Juntamente com o AMPc, tem sido sugerido, também, que esse efeito anti-inflamatério possa
estar associado a a¢do modulatéria das B-arrestinas sobre o complexo IKK-NFKB (KOLMUS;
TAVERNIER; GERLO, 2015). Partindo desse racional, é possivel que B-bloqueadores de
eficacia nula a moderada ocupem os B2-ARs e, por diminuir o recrutamento de p-arrestinas, as
deixem livres para impedir a fosforilagdo do complexo IKK-NFKB e prevenir a translocacéo
nuclear do NF-KB, resultando em menor produgédo de mediadores inflamatérios (WITHEROW et
al., 2004). De fato, camundongos sépticos noucates para [-arrestina-2 apresentaram elevados
niveis séricos de IL-6 (FAN et al., 2010). Em conjunto, esse racional oferece suporte para a
interpretacdo dos resultados experimentais obtidos na presente tese a respeito da producéo in-
vivo e in-vitro dessas citocinas. Nos dados in-vivo, as quantidades sistémica e local (observada
em tecido cardiaco) de TNF-a e IL-13 foram menores em camundongos sépticos tratados com
propranolol, bisoprolol, carvedilol, alprenolol e bucindolol. Corroborando o que foi observado in-
vivo, os resultados in-vitro mostraram redug@o de TNF-o. e IL-1B em culturas isoladas de

macrofagos tratadas com doses crescentes dos P-bloqueadores e estimuladas com LPS. No



entanto, vale mencionar que no presente estudo nenhuma relagéo concentragéo-dependente foi
observada para os efeitos dos -bloqueadores na produgao in vitro dessas citocinas.

De forma inusitada, apenas o tratamento dos camundongos sépticos com propranolol
reduziu a bacteremia. Sabe-se que um dos fatores desencadeadores da sepse € a faléncia da
migragcdo de neutrdfilos para o local priméario da infecgdo, onde ocorre falha do controle
infeccioso local e consequente disseminagao bacteriana para a corrente sanguinea (BENJAMIM;
FERREIRA; CUNHA, 2000; SHAO et al., 2020). Ndo ha uma clara explicagcdo para auséncia
deste efeito com os outros B-bloqueadores, e aleém disso o propranolol ndo teve agéo direta
microbicida nos ensaios de killing no presente trabalho.

Um dos parametros avalidados nesta tese para estimar a les&o cardiaca na sepse foi o
nivel plasmatico de troponina-l. A troponina-l, juntamente com a troponina-T e a troponina-C
estdo presentes no sarcoplasma dos cardiomidcitos e atuam em conjunto para a regulagéo da
contratilidade cardiaca (KATRUKHA, 2013). Embora as troponinas existam em uma variedade
de células contrateis, como nos cardiomiécitos e no musculo esquelético (BOWMAN; LINDERT,
2019), a troponina | é encontrada predominantemente no sarcoplasma cardiaco. Sendo assim, o
extravazamento de troponina-l para a corrente sanguinea tem sido usado como um eficiente
indicador de injarias cardiacas (SANDOVAL et al., 2017; CHAPMAN et al., 2017; STELZLE et al.,
2018). Assim, a elevagao plasmatica de troponina-I € um progndstico de mortalidade em vérios
cenarios clinicos (ALATASSI et al., 2018). De fato, pacientes sépticos apresentam altos niveis
séricos de troponina-I (LANDESBERG et al., 2014) e sua associagéo com a mortalidade tem sido
relatada (SU et al., 2018). Embora pouco elucidadas, as causas da elevagéo sérica de troponina-
| parecem estar associadas tanto a condigdes isquémicas (LI et al., 2016) quanto n&o isquémicas
cardiacas, tais como a miocardite (KAKINO; YOKOYAMA; ESHIMA, 2018), a atividade fisica de
resisténcia (AENGEVAEREN VINCENT L. et al., 2019) e a insuficiéncia cardiaca (KAYA et al.,

2008), entre outras. E consenso que as lesdes organicas ocupam papel central no



monitoramento do paciente septico (SINGER et al., 2016), portanto, € aceitavel apontar a
inflamagdo como o pilar fundamental que provoca a geragao de produtos lesivos as células (tais
como ROS e RNS), incluvise as cardiacas (YAO et al., 2015) (PRAUCHNER, 2017), e ativam
vias relacionadas & morte celular inflamatoria, tais como a piroptose (LI et al., 2019c). Apesar de
todos os ligantes -adrenérgicos reduzirem as citocinas pro-inflamatérias, somente o propranolol
e alprenolol reduziram os niveis plasmaticos de troponina-I. Assim, sera importante investigar se
o propranolol e o alprenolol s&o capazes de deprimir as vias relacionadas a piroptose.
Interessantemente, a literatura tem sugerido que o propranolol estimula a via apoptética e,
baseado neste racional farmacoldgico, tem sido a droga de escolha no tratamento do
hemangioma infantil (ROTTER; DE OLIVEIRA, 2017). Por outro lado, os niveis plasmaticos de
troponina-I foram maiores nos animais sépticos tratados com bucindolol, inclusive no animais
naives, enquanto que o tratamento de animais sépticos com bisoprolol e carvedilol néo
resultaram em diferencas no niveis dessa proteina ao serem comparados com 0s animais
septicos controles. Em outras condigdes fisiopatoldgicas, tais como cardiotoxicidade induzida por
antraciclina (AVILA et al., 2018), cardiomiopatia induzida por doxorubicina (ALANAZI et al., 2020)
e fibrilagdo atrial permamente (HORJEN et al., 2016), menores niveis de troponina-I foram
observados em decorréncia do tratamento com carvedilol.

A disfun¢do cardiada desenvolvida durante a sepse € uma complicagdo comum em
humanos e mimetizada em modelos animias de experimentacdo (HOFFMAN et al., 2019). Na
vigéncia da depressdo miocardica na sepse € possivel que o comprometimento hemodinamico
instalado gere um relevante estado isquémico global. De fato, a fungdo cardiaca garante o
aporte sanguineo oxigenado para todas as células do organismo, cuja falha provoca isquemia
seguida de morte (JUNGI et al., 2018). Consistente com essa nogéo, estudos clinicos tém
destacado a importancia da depressdo da funcdo cardiaca no aumento da mortalidade em

pacientes sépticos (BROWN et al., 2012; SANFILIPPO et al., 2015). Outra importante questio



apresentada em recentes pesquisas € o risco elevado ao desenvolvimento de fisiopatologias
cardiacas em paciente que sobreviveram a sepse (OU et al., 2016; LAl et al., 2018). Portanto, é
necessario apresentar estratégias farmacoldgicas que abordem a protegéo cardiaca no decurso
da sepse. Associado a esse evento fisiopatolégico e, baseado no mesmo racional, pacientes
sépticos apresentam hiporresponsividade vascular a agonistas adrenérgicos (BURGDORFF;
BUCHER; SCHUMANN, 2018) resultante da dessensibilizagdo dos as-ARs presentes na
musculatura lisa vascular (SCHMIDT et al., 2009; KANDASAMY et al., 2015). Consistente com o
exposto, a aquisigdo por telemetria de registros hemodinamicos nos camundongos sépticos na
presente tese mostrou quadros hipotensivo e bradicardico persistentes no decurso temporal
investigado. Tomando como base os dados obtidos nos protocolos experimentais em coragdes
isolados de camundongos sépticos no presente trabalho, era esperado que os tratamentos com
propranolol, bisoprolol ou alprenolol melhorassem a bradicardia desenvolvida nos animais
sépticos. De fato, os tratamentos supramencionados trouxeram beneficios para a dindmica
cardiaca in vivo. No entanto, houve diferengas temporais entre os efeitos produzidos pelos -
bloqueadores, possivelmente resultantes das diferengas significativas quanto ao tempo de meia-
vida de cada droga, os quais foram efetivamente considerados no desenho da posologia, mas
que talvez ndo tenham sido suficientemente compensados. A comparagdo dos resultados da
presente tese com os de outros estudos confirma o beneficio cardiovascular trazido pelo
tratamento com outros B-bloqueadores, como o esmolol (VOLZ-ZANG et al., 1994; MORELLI et
al.,, 2013) e o landiolol (UNGER et al., 2018) em pacientes sépticos. E importante mencionar que
os beneficios cardiovasculares observados nesses pacientes é baseado na manutengdo da
frequéncia cardiaca em uma faixa de 80-94 batimentos por minuto (valor de frequéncia cardiaca
adequada em adultos= 70 a 80 batimentos por minutos, bpm). A explicagcdo sugerida pelos
autores é que a taquicardia observada, no inicio da sepse, impede que o coragdo bombeie, com

eficiéncia, o aporte sanguineo necessario para suprir a demanda de oxigénio requerida para



manter a fisiologia dos sistemas organicos e, consequentemente, resulte em uma inadequada
perfusdo tecidual, isquemia e morte. Portanto, a redugéo na frequéncia cardiaca permite um
quadro adequado durante a fungao diastdlica, permitindo um enchimento ventricular apropriado,
melhorando o volume sistélico final (relagé&o entre o volume de sangue bombeado pelo coragéo -
em mL- pela area da superficie do corpo, em m2) e, consequentemente, a eficiéncia do trabalho
cardiaco e o consumo de oxigénio; de acordo com os autores, tal melhoria contribui para o
aumento na taxa de sobrevivéncia. De fato, o protocolo experimental de tratamento com os 3-
bloqueadores empregado nesta tese pesquisa focou no periodo hipercadiodindmico da sepse.
Adicionalmente, ja foi relatado que a combinagdo de baixas doses metroprolol (B-bloqueador
com tempo de meia-vida de aproximadamente 5 horas) e a milrinona (inibidor da fosfodiasterase
3) reduziu a frequéncia cardiaca de pacientes sépticos na fase inicial da sepse (antes do
tratamento= 110£19 bpm, com o tratamento= 84+17 bpm -em 6 horas de tratamento-; 78+14
bpm -ap6s 96 horas do tratamento) gerando melhorias no volume sistélico e no indice cardiaco
(parametro que relaciona o débito cardiaco em um minuto pela area da superficie corporal)
(SCHMITTINGER et al., 2008). Contrariando as expectativas, foi observada uma melhora
significativa na bradicardia dos camundongos sépticos tratados com carvedilol apenas apos 18
horas. E possivel que esse resultados tenham sido consequéncia de uma melhora expressiva no
estado inflamatério, uma vez que a dose de carvedilol (baseada no Kp para o 1-AR = 3x108 M;
e Kp para o 32-AR = 3x10-10 M) (BAKER, 2005) utilizada no tratamento permite a ocupagao tanto
dos B1 como dos B2-ARs. Como discutido anteriormente, o carvedilol é capaz de recrutar 3-
arrestinas (WISLER et al., 2007b; FAN, 2014), o que poderia reduzir a dissociagdo do complexo
IKK/NFKB (KOLMUS; TAVERNIER; GERLO, 2015), e consequentemente diminuir a produgéo
de citocinas pro-inflamatérias, tais como TNF-o e IL-B (DE ARAUJO JUNIOR et al., 2013).

Com a hemodindmica comprometida, a falha na responsividade as drogas adrenérgicas

no coragao séptico traga uma provavel evolugdo do quadro clinico do paciente para a morte



(SINGER et al., 2016). De fato, camundongos sépticos apresentaram reducado significativa da
responsividade a isoprenalina (presente tese) e a dobutamina (SAKAI et al., 2017b). Um
importante e relevante achado experimental desta tese é que camundongos sépticos tratados
com propranolol, bisoprolol ou alprenolol séo responsivos as doses crescentes de isoprenalina,
enquanto que os camundongos sépticos tratados com carvedilol mostraram apenas uma discreta
responsividade. Tais resultados indicam que a prevengé@o na perda dos B-ARs da membrana
plasmatica das células cardiacas observada nos experimentos de binding do 3H-CGP-12177
apos o tratamento dos camundongos sépticos com propranolol, bisoprolol ou alprenolol se traduz
em melhoras na reatividade cardiaca a isoprenalina. Entretanto, houve diferengas nas
‘melhoras” produzidas pelos os tratamentos supramencionados, as quais podem estar
relacionadas com a eficacia intrinseca desses [-bloqueadores
(propranolol=bisoprolol<alprenolol) nos B1-ARs. Em outras palavras, nos camundongos sépticos,
a intensidade da “melhora” na responsividade cardiaca a isoprenalina parece ser proporcional ao
‘grau” de agonismo parcial de cada um destes B-bloqueadores. Porém, estes resultados diferem
do que foi descrito por CHANG et al., (2020) ap6s a administragdo de LPS em ratos para
mimetizar o choque séptico, onde a co-administracdo continua de propranolol e adrenalina
promoveu acentuada bradicardia durante as 4h de registro. Entretanto, deve ser considerado
que os resultados de CHANG et al., (2020) com propranol e adrenalina foram obtidos apenas na
fase inicial e hipercardiodinamica da sepse, quando ha um storm de catecolaminas (FLIERL et
al., 2007; SAKAI et al., 2017; JAN et al., 2019); assim, a infusdo continua de adrenalina pode
acentuar a dessensilizagdo dos B-ARs (THANGAMALAI et al., 2014; DAL-SECCO et al., 2017) e,
consequentemente, prejudicar a frequéncia cardiaca.

Os tratamentos dos camundongos sépticos com propranolol, bisoprolol ou alprenolol
tiveram impacto na sobrevida dos animais 7 dias apds a indugéo da sepse por CLP. Na verdade,

camundongos sépticos tratados com bisoprolol, propranolol ou alprenolol tiveram a sobrevida



aumentada j& a partir do 3° dia apds a sepse, enquanto que o carvedilol reduziu a mortalidade
apenas nas primeiras 24 horas. Em concordancia com o estes resultados, foi descrito que o
esmolol aumentou a taxa de sobrevivéncia de pacientes sépticos (MORELLI et al., 2013). Além
disso, um estudo prospectivo observacional associou 0 uso oral e continuado de -bloqueadores
durante a sepse com a redugao na mortalidade (FUCHS et al., 2017).

Tomados em conjunto, os achados da presente tese fundamentam a utilizagao de -
blogqueadores com eficacia nula (propranolol e bisoprolol) ou moderada (alprenolol) na sepse. Os
beneficios desses B-bloqueadores na sepse resultam em redugdes do estado inflamatério
sistémico e local, da leséo cardiaca, e do aumento da responsividade cardiaca as catecolaminas
endodgenas e exdgenas, contribuindo para 0 aumento na taxa de sobrevivéncia na sepse. Porém,
pelo menos quatro aspectos importantes devem ser considerados no uso de B-bloqueadores em

pacientes sépticos, sendo eles 0 momento adequado para inicio do tratamento, a dosagem, a

farmacocinética e a eficacia intrinseca dessas drogas.



Conclusoes

A sepse experimental leva a perda dos 3-ARs em tecido cardiaco e os B-bloqueadores
de eficacia nula (propranolol e bisoprolol) ou moderada (alprenolol) preveniram tal perda.
Além disso, foi aumentado a transcricdo génica dos [B1-ARs apos tratamento com
maioria dos ligantes testado, com excegao do alprenolol;

Coragdes isolados de camundongos sépticos s@o hiporesponsivos a isoprenalina € o
tratamento com os B-bloqueadores de eficacia nula (propranolol e bisoprolol) ou
moderada (alprenolol) melhora a performace contratil ventricular;

Todos os B-bloqueadores investigados reduziram os niveis de TNF-a. e IL-1( sistémico
e local, bem como reduziram os niveis destas citocinas em culturas de macréfagos
estimulados por LPS;

Embora todos os ligantes P-adrenérgicos reduzam as citocinas pré-inflamatérias,
somente o propranolol foi capaz de reduzir a bacteremia;

O tratamento de camundongos sépticos com propranolol ou alprenolol reduz a leséo
cardiaca, como indicado pelos niveis plasmaticos de troponina-I;

Camundongos sépticos apresentam uma hemodindmica e responsividade cardiaca
prejudicada, e o tratamento com propranolol, bisoprolol ou alprenolol melhoram a
bradicardia instalada, além de restaurar parcialmente a responsividade ao estimulo
adrenérgico;

O tratamento com propranolol, bisoprolol ou alprenolol aumenta a taxa de sobrevivéncia

dos camundongos sépticos.
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