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RESUMO

MIRANDA, Marcos Lopes de. Avaliacao das alteracdes microcirculatérias
secundarias ao uso de ivabradina em um modelo experimental de sepse em
hamsters. 2016. 156 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2016.

Ivabradina, uma droga inibidora da corrente Ir no nodo sinoatrial, ja foi utilizada
em pacientes sépticos, embora poucos estudos tenham examinado seus efeitos sobre
a funcdo da microcirculacdo. Dessa forma, o presente estudo experimental foi
desenvolvido para caracterizar os efeitos microcirculatérios da ivabradina em um
modelo murino de sepse abdominal que permite avalia¢des in vivo da microcirculacao.
Vinte e oito hamsters sirios dourados foram alocados em grupos: sham; animais
sépticos nao tratados; animais sépticos tratados com solucéo salina a 0,9%; animais
sépticos tratados com ivabradina (2,0 mg.kg de peso corporal, em bolus intravenoso,
seguido de 0,5 mg.kg?.h?). A realizacdo de microscopia intravital em preparacdes de
dobras cutaneas (camara dorsal) permitiu a analise quantitativa de diversas variaveis
microvasculares. Pressao arterial, frequéncia cardiaca, escore de atividade,
gasometria arterial e parametros hematolégicos e bioquimicos também foram
documentados. A inducédo de sepse acarretou diminuicdo da perfusdo capilar e se
associou com disfuncao orgéanica e acidose metabdlica. O tratamento com ivabradina
atenuou significativamente essas respostas: em comparagcdo com 0s animais sépticos
tratados com solugéo salina a 0,9%, aqueles tratados com ivabradina terminaram o
experimento com menor comprometimento da funcéo de 6rgaos, maior nivel sérico de
bicarbonato (26,7 + 2,5 versus 15,7 + 3,5, p <0,05) e maior densidade capilar funcional
(90,5 + 4,3% em relacédo aos valores basais versus 71,0 + 15,9%, p <0,05). Dessa
forma, a ivabradina foi eficaz na reducdo da acidose metabdlica, da disfuncdo de
orgaos e de distirbios microvasculares evocados pela sepse experimental. Esses
resultados sugerem que a ivabradina produz efeitos benéficos sobre a microcirculacéo
de animais sépticos.

Palavras-chave: Ivabradina. Sepse. Microcirculagéo.



ABSTRACT

MIRANDA, Marcos Lopes de. Assessment of microcirculatory changes related to the
use of ivabradine in an experimental model of sepsis in hamsters. 2016. 156 f. Tese
(Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Ivabradine, an Ircurrent inhibitor in the sinoatrial node, has already been used
in septic patients although few studies have examined its effects on microcirculatory
function. Therefore, we have designed a controlled experimental study to characterize
the microcirculatory effects of ivabradine on a murine model of abdominal sepsis that
allows in vivo studies of microcirculation. Twenty-eight golden Syrian hamsters were
allocated in groups: sham-operated; non-treated septic animals; septic animals treated
with saline; septic animals treated with ivabradine (2.0 mg.kgtintravenous bolus + 0.5
mg.kgt.h1). Intravital microscopy of skinfold chamber preparations allowed
guantitative analysis of microvascular variables. Arterial blood pressure, heart rate,
activity score, arterial blood gases, and hematological and biochemical parameters
were documented. Sepsis decreased capillary perfusion and was associated with
organ dysfunction and metabolic acidosis. Ivabradine significantly attenuated these
responses: compared with septic animals treated with saline, those treated with
ivabradine had less organ dysfunction and higher bicarbonate level (26.7 + 2.5 vs. 15.7
* 3.5; p<0.05) and functional capillary density (90.5 + 4.3% of baseline values vs. 71.0
+ 15.9%; p<0.05) at the end of the experiment. Ivabradine was effective in reducing
microvascular derangements evoked by experimental sepsis, which was accompanied
by less acidosis and organ dysfunction. These results suggest that ivabradine yields
beneficial effects on septic animals’ microcirculation.

Keywords: Ivabradine. Sepsis. Microcirculation.
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INTRODUCAO

Em fases iniciais da sepse, a reducdo da pré-carga ventricular desencadeia a
ativacdo simpatica, em uma tentativa de manter a perfusdo de 6rgdos. Apresentada
como uma das consequéncias mais importantes dessa resposta compensatoria, a
taquicardia € reconhecida como um mecanismo importante para a manutencao do
débito cardiaco.! No entanto, alguns pacientes sépticos permanecem com a
frequéncia cardiaca elevada, mesmo depois de adequada ressuscita¢do volémica. O
mecanismo subjacente dessa resposta cronotropica alterada e ndo compensatoria
esta relacionado ao comprometimento do sistema nervoso autbnomo, resultando em
hiperestimulacdo simpética mal-adaptativa, que excede o efeito compensatério
benéfico e leva a disfuncdo cronotropica. Percebe-se porque a taquicardia é
considerada uma manifestacdo precoce da disfuncdo miocéardica associada a
sepse.??

Alguns estudos clinicos sugeriram que a taquicardia esta relacionada ao
aumento da mortalidade em pacientes sépticos, indicando que a reducdo da
frequéncia cardiaca poderia ser considerada como um alvo terapéutico no tratamento
desses pacientes.?>4> A ivabradina, um inibidor seletivo da corrente I+ no nodo
sinoatrial, € capaz de reduzir a frequéncia cardiaca sem exercer efeitos inotropicos
negativos indesejados, 0 que torna essa droga uma opc¢ao atraente para o tratamento
da taquicardia em pacientes instaveis do ponto de vista hemodinamico. De fato,
resultados preliminares sugeriram que seu uso poderia melhorar desfechos clinicos
em pacientes criticos, apesar de diversos aspectos relacionados ao uso da ivabradina
nessa populacao ainda carecerem de maior elucidagéo, como os seus efeitos sobre a
funcdo da microcirculagdo.®

Ja foi demonstrado que a ivabradina exerce efeitos protetores sobre a funcéo
endotelial em modelos animais de lesédo vascular ndo relacionados a sepse.’® Posto
isso, é possivel a suposicdo de que a ivabradina também seja capaz de prevenir a
disfuncdo endotelial na sepse experimental, levando a reversédo de disturbios da
microcirculacdo, melhoria da perfuséo tecidual e reducdo dos escores de faléncia
organica. Com intuito de testar essa hip6tese em um modelo murino de sepse, que
permite a observacdo in vivo da microcirculacdo, realizou-se o presente estudo

experimental controlado ndo aleatorizado.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Nova Terminologia Relacionada a Sepse

A sepse é um problema de saude publica de elevado impacto econémico e
social, afetando milhdes de individuos ao redor do mundo todos os anos. Nas ultimas
décadas, apesar dos esforcos e avancgos tecnoldgicos investidos no seu diagndstico
e tratamento, a incidéncia da sepse aumentou e a mortalidade permaneceu
elevada.®10:11.12

Apesar da importancia dessa patologia, a terminologia relacionada a sepse foi
criada, evoluiu e se diversificou de uma forma ndo padronizada. Dessa forma, termos
importantes como sepse, choque ou faléncia organica possuiam definicdes diferentes
de acordo com a literatura estudada.'314

Em 1991, uma Conferéncia de Consenso unificou e padronizou a terminologia
relacionada a sepse.®1® Na famosa “Definicdo de Roger Bone” sobre a sepse, feita
h& mais de duas décadas, foram desenvolvidos os critérios de resposta inflamatoria
sistémica e definidos os termos sepse, sepse grave, choque séptico e disfuncao
organica. Atualmente essa definicdo € nomeada no meio cientifico como “Sepse-1".

Transcorrida uma década, as definicdes de 1991 foram revisadas por membros
de diversas sociedades médicas europeias e americanas relacionadas aos cuidados
de pacientes criticos reunidos em uma nova Conferéncia de Consenso. A definicdo
de 2001, conhecida como “Sepse-2”, expandiu a lista de sinais e sintomas
relacionados a sepse, mas nao atualizou as definigbes criadas no primeiro consenso
diagnéstico.®

Em 2016, uma nova definicdo de sepse foi publicada na literatura pautada pela
necessidade de revisdo dos critérios, ja defasados em relacdo aos avangos no
entendimento dos mecanismos fisiopatologicos responsaveis pelas disfuncdes
celulares e moleculares relacionadas a sepse. O “Sepse-3” foi proposto por grandes
nomes da terapia intensiva mundial e endossado por diversas sociedades médicas ao
redor do mundo.17:18:19.20

Além de adequar as definicbes de sepse aos novos conhecimentos, 0 consenso

“Sepse-3” visou, claramente, aumentar a especificidade do diagnéstico, reduzindo
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gastos desnecessarios com o “sobrediagnostico” e “sobretratamento” que advinham

do uso de critérios simples, muito sensiveis e pouco especificos de resposta

inflamatoria sistémica. Dessa forma, foram definidos os seguintes termos:

a)

b)

sepse — disfuncdo organica potencialmente fatal causada por
resposta imune desregulada a uma infeccéo;

choque séptico — sepse acompanhada por profundas anormalidades
circulatérias e metabolicas/celulares, capazes de aumentar

substancialmente a mortalidade.

O termo sepse grave foi excluido da nova definicdo por ser considerado

redundante. Além disso, o conceito de resposta inflamatoria sistémica perdeu espaco,

tendo sido considerado inespecifico e confuso, refletindo apenas respostas normais

do organismo e induzindo ao inicio equivocado de tratamento.

O Consenso “Sepse-3” também estabeleceu critérios clinicos e laboratoriais

necessarios ao diagnostico de sepse, disfuncéo organica e choque séptico:

a) sepse — infeccdo suspeita ou documentada, acompanhada de

b)

disfuncéo organica;

disfuncao organica — pontuacéo = 2 no escore quickSOFA (qSOFA;
Tabela 1) e aumento agudo em dois ou mais pontos no escore SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment; Figura 1). A simples
presenca de hiperlactatemia ndo é mais considerada critério de
disfuncéo organica;

choque séptico — paciente séptico que apds adequada ressuscitacao
volémica apresenta lactato = 2 mmol.I* e hipotenséo persistente que
requer o uso de vasopressores para manter pressao arterial média =

65 mmHg.

A publicacdo do “Sepse-3” gerou intensa e heterogénea resposta da

comunidade cientifica internacional com manifestacbes de elogios e criticas.

Realmente, a nova definicdo de sepse possui prés e contras que devem ser levados

em consideracao durante o processo de adaptacdo dos protocolos institucionais de

diagnéstico e tratamento. Essa discussao, no entanto, foge ao escopo da presente

revisao.
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Tabela 1 — O escore quickSOFA para diagnostico de sepse

Escore quickSOFA

Presséo arterial sistélica < 100 mmHg
Alteracdo do nivel de consciéncia (escala de coma de Glasgow < 15)

Frequéncia respiratoria > 22 irpm

Legenda: O escore qSOFA é uma ferramenta para triar clinicamente, a beira do leito, pacientes com
suspeita ou documentacao de infeccdo que estejam sob maior risco de desfechos adversos.
Cada variavel conta um ponto no escore. O diagnoéstico de disfungdo organica exige
pontuacao = 2. irpm, incursdes respiratérias por minuto.

Fonte: SINGER, 2016, f. 805.

Figura 1 — O escore SOFA para diagnéstico de sepse

Escore
Sistema 0 1 2 3 4
Respiratorio
Pa0z/FIO:z =400 =400 <300 < 200 com suporte = 100 com suporte
respiratério respiratorio
Coagulagdo
Plaquetas, =150 <150 =100 <50 =20
X103l
Hepatico
Bilirrubina, <12 1,219 2,059 6,0-11,9 =120
mg.dl-!

Cardiovascular

Sistema nervoso
central
Escala de coma
de Glasgow

Renal
Creatinina,
mg.dl-!
Débito urinario,
ml/dia

PAM = 70 mmHg

15

PAM < 70 mmHg

13-14

1,219

Dopamina < 5 ou
qualquer dose de
dobutamina

10-12

2,0-34

Dopamina 5,1-15 ou
Adren/nora < 0,1

6-9

3.5-49

< 500

Dopamina > 15 ou
Adren/nora > 0,1

<6

<200

Legenda: O escore SOFA gradua anormalidades em diferentes sistemas orgéanicos, utilizando variaveis
clinicas e valores de exames laboratoriais, para identificacdo de pacientes com maior
probabilidade de 6bito. Todas as doses de aminas sao apresentadas em p.kgt.mint. PaO.,
presséo parcial de oxigénio; FIOz2, fragdo inspirada de oxigénio; PAM, presséo arterial média;
Adren/nora, adrenalina ou noradrenalina.

Fonte: SINGER, 2016, f. 804.
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1.2 Modelos Experimentais de Sepse

Embora ndo exista um modelo experimental capaz de reproduzir em sua
totalidade a complexidade clinica e a heterogeneidade dos pacientes sépticos, esses
modelos s&o0 essenciais para a pesquisa e entendimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos da sepse, fornecendo informagdes sobre componentes especificos ou
pontuais do processo de adoecimento por essa patologia.

A histéria natural da sepse em animais de laboratorio € geralmente distinta
daquela vista na sepse humana, com os animais apresentando um rapido inicio de
colapso circulatorio e uma rapida evolucdo para a resolucdo do quadro ou para a
morte. Na sepse clinica, a morte € mais comumente causada pelo desenvolvimento
de disfuncdo de mudltiplos érgaos, dias ou semanas ap0os a apresentacao inicial. Por
esta razdo, os modelos animais que levam a mortalidade significativa dentro de
poucas horas, conhecidos como modelos agudos, podem n&o representar um
desfecho que é relevante para os seres humanos: o da faléncia multiorganica.?!

A utilizacdo destes modelos em pesquisas sobre novas terapias envolve
desafios ainda maiores. Além das limitagBes intrinsecas aos modelos experimentais
de sepse, os estudos de novos tratamentos possuem limitacfes proprias, muitas
vezes relacionadas ao momento de administracdo do tratamento. As drogas em
investigacao sao frequentemente administradas aos animais, antes ou imediatamente
apos a inducdo da sepse, condicdo que raramente pode ser obtida em humanos,
mesmo em ensaios clinicos altamente controlados. Assim, é preciso ter cuidado na
avaliacdo da eficacia clinica de novos agentes terapéuticos em modelos animais de
sepse. Apesar dessas limitagbes, os modelos animais continuam a ser essenciais
para o desenvolvimento de novas terapias para a sepse e choque séptico, pois
fornecem informacdes fundamentais que ndo poderiam ser adquiridas de outras
formas.??

Entre os modelos experimentais de sepse mais frequentemente utilizados estéao
incluidos: o da ligadura e perfuracéo cecal (CLP), o da administracao intravenosa ou
intraperitoneal de bactérias vivas e o da administracdo intravenosa ou intraperitoneal

de produtos bacterianos (como o lipopolissacarideo).??
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1.2.1 Modelo experimental de sepse abdominal por ligadura e perfuracao cecal

Introduzido em 1980 por Wichterman e colaboradores?3, o modelo de sepse
abdominal por CLP consiste na ligadura de parte do ceco e perfuracdo do mesmo,
levando a inflamac&o peritoneal e infec¢do da corrente sanguinea em decorréncia da
presenca de fezes e tecido necrotico na cavidade abdominal. E reconhecido como um
modelo de realizacdo relativamente facil e pouco dispendiosa do ponto de vista
econdmico, tendo se tornado o padrao-ouro para modelagem experimental de sepse
polimicrobiana e o procedimento mais utilizado para esse fim.242%

Assim como na sepse clinica, a infec¢do causada pelo CLP se inicia em um
foco localizado (intra-abdominal), que se torna fonte de bactérias e componentes
moleculares endotdxicos a serem lancados em &reas normalmente estéreis do
hospedeiro ou translocados para a corrente sanguinea. Desta forma, a bacteremia é
causada por patogenos da flora do hospedeiro, mimetizando aquilo que na maior parte
das vezes é visto na sepse clinica. Além disso, o procedimento experimental
necessario a realizacdo de CLP engloba elementos frequentemente encontrados em
pacientes cirargicos sépticos, como a realizacdo de laparotomia e a presenca de
tecido inflamado (periténio) ou necrético (ceco).?®> Percebe-se que a inducédo de
infeccdo intra-abdominal por CLP satisfaz diversos atributos levantados na literatura
como essenciais a um modelo experimental de sepse de relevancia clinica:?®

a) ainfeccédo é polimicrobiana, envolvendo patégenos Gram-positivos e
negativos, aerébios ou anaerobios;

b) os patdgenos originam-se da flora bacteriana do hospedeiro;

c) bactérias e produtos bacterianos sao encontrados na corrente
sanguinea;

d) mimetiza o curso clinico da sepse, ou seja, a infec¢cdo tem origem
focal (localizada) evoluindo para infeccdo sistémica com o avancar

da doenca.

Por seguir os passos da evolucao natural da sepse, o modelo CLP permite que
diversos aspectos do complexo curso clinico dessa patologia sejam avaliados. Deste
modo, elementos importantes da resposta do hospedeiro encontrados na sepse

clinica, como a evolucdo hemodinamica, resposta cardiovascular, alteracdes
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metabdlicas, mudancas na resposta imunolégica com apoptose de leucdécitos
especificos e no perfil de citocinas e anormalidades da coagulacdo, também sao
observados apds a realizacdo de CLP.?> A presenca desses elementos no modelo
CLP aumenta a sua importancia para realizacéo de estudos pré-clinicos e o potencial
de translacéo dos resultados.

Diversas etapas do protocolo experimental para realizacdo de CLP podem ser
modificadas com intuito de adequar o modelo as diversas condi¢des clinicas
encontradas na sepse. Assim, diferentes gravidades de doenca e evolu¢cbes podem
ser mimetizadas: desde um quadro de inicio rapido e catastrofico de resposta
hiperinflamatoria até quadros mais incipientes com franca imunossupressao. Incluem-
se nas adaptacBes da técnica experimental, o nimero de perfuracées do ceco, o
calibre da agulha utilizada para perfuracdo e o percentual de ceco ligado. Existem
resultados conflitantes sobre a participacdo de cada um desses elementos na
modelagem experimental, mas aparentemente, o percentual de ceco ligado € o maior
contribuinte para a mortalidade.?"28

Por fim, o modelo de sepse abdominal por CLP foi inicialmente desenvolvido
para utilizacdo em roedores, existindo extensa validacdo desse procedimento para
uso em ratos e camundongos.?”?6 No entanto, a padronizacdo do modelo para uso

em hamsters dourados, espécie utilizada no presente estudo, ainda é precaria.

1.3 A Sepse e a Microcirculagdo?®

Nas fases iniciais da sepse, citocinas pro-inflamatorias sédo liberadas na
tentativa de eliminar o agente agressor, gerando uma resposta enddgena intensa que
acomete a funcdo da microcirculagcdo.®*3! Praticamente todos os componentes
celulares da microcirculacdo sédo afetados, incluindo células endoteliais, células
musculares lisas, plaquetas, leucdcitos, eritrécitos e as células do parénquima
adjacente.®? A resultante disfuncdo da microcirculacéo é caracterizada pelo aumento
do numero de capilares com fluxo interrompido e pela ma distribuicdo do fluxo
sanguineo microvascular.333435 Essas alteragcdes microcirculatérias ja foram
observadas em diferentes espécies, 6rgdos e modelos de sepse e parecem ter

significado progndstico na sepse humana, tendo em vista que a gravidade inicial dos
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distarbios microcirculatérios, em fases precoces do tratamento com volume, e a sua

persisténcia ao longo do tempo tém sido associados com menor
sobrevida.35'36'37'38'39’40'41'42’43'44’45

1.3.1 A Microcirculacao

A microcirculagdo é composta por vasos com diametro médio inferior a 100
micrdmetros (um), ou seja, arteriolas, capilares, vénulas e microlinfaticos. E o principal
sitio de liberacdo de oxigénio do sangue para os tecidos e funciona como um sistema
integrado que garante a adequacéo da oferta tecidual de oxigénio a sua demanda
celular. Os principais tipos celulares encontrados na microvasculatura sdo as células
endoteliais (que revestem o interior dos vasos sanguineos), células musculares lisas
(presentes principalmente nas arteriolas), eritrécitos, leucdcitos e plaguetas.®? As
células endoteliais desempenham um papel central no controle das fungBes da
microcirculacdo, regulando a trombose e fibrindlise microvascular, a adeséo e
migracdo de leucécitos, o tbnus vasomotor, o trafego de células e nutrientes e a

permeabilidade e recrutamento capilar.*

1.3.2 Fisiopatologia das alteracdes microcirculatérias associada a sepse

7

A distribuicdo local do fluxo sanguineo para os tecidos é regulada pela
microcirculacdo. Isto & possivel porque, em condi¢cOes fisiologicas, as células
endoteliais sdo sensiveis a sinais metabolicos e fisicos e respondem ajustando o fluxo
microvascular através da liberacéo local de vasodilatadores capazes de modular o
tbnus da célula muscular lisa arteriolar, especialmente o 6xido nitrico (NO). O NO é
um ativador da enzima guanilato ciclase soluvel, responsavel pela producdo de
guanosina monofosfato ciclico (cGMP), o mediador do relaxamento da célula
muscular lisa. Por conseguinte, o NO é considerado um componente essencial para a

manutencao e auto-regulacdo da homeostase e permeabilidade microvascular.*’4®
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Durante a sepse, sistema do NO é gravemente acometido: a enzima Oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS) torna-se heterogeneamente expressa em diferentes
leitos vasculares orgéanicos, resultando em shunt patolégico do fluxo sanguineo
microvascular (por meio de derivacbes arteriovenosas), desviando,
inadequadamente, fluxo sanguineo de unidades em sofrimento. Assim, areas
deficientes de iINOS, que sdo menos vasodilatadas, tornam-se hipoperfundidas.*84°
Além disso, o aumento da producao de espécies reativas de oxigénio durante a sepse
interfere na formacdo de NO mediada pela enzima Oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS) e afeta o NO ja formado, reduzindo ainda mais a sua concentracao (Figura
2)_50

Figura 2 — Fisiopatologia das alterac6es microcirculatorias associadas a sepse

Inflamagao

Hipoxia tecidual Oxido nitrico

e sofrimento Células endoteliais
celular Células musculares lisas

Eritrécitos

Plaquetas

Leucocitos

Disfungao
microcirculataria

Redugdo da capacidade de

Ferds da regulacdo por

Expressio heterogénes Ferda da fungdo " = liberacdode vasodilstadores Auments da agregacio
da iNDS {com areas regulatéria sobre a celules endotelials durante a hipdxia plaguetaria
deficient P -
eficientes) microcirculagdo Perda da sensibilidade | ooy 20 ya deformatilidade] | Auments das interagses
Reducdo da produgso Les#o do glicocdlic e das adrenergica entre leucocitos
pela eNOS jungdes aderentes Perda do tnus Auments dasgregacios e 0 endotélic

células endoteliai

Legenda: Diversos mecanismos foram implicados no desenvolvimento das alteragBes microvasculares
associadas a sepse, como a desregulacéo do sistema do 6xido nitrico e 0 comprometimento
funcional de varios tipos celulares encontrados na microcirculacdo. eNOS: enzima 6xido
nitrico sintase endotelial; INOS: enzima éxido nitrico sintase induzivel.

Fonte: MIRANDA, 2016.
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Além da desregulacédo do sistema do NO, a fungéo de varios tipos celulares
encontrados na microcirculacdo € comprometida na sindrome séptica.

As células endoteliais perdem a sua funcéo reguladora, como consequéncia de
alteracdes nas vias de transducéo de sinal, perda da comunicacéao eletrofisiologica e
perda do controle sobre as células musculares lisas arteriolares.3251.5253 Além de
perderem sua regulagdo por ceélulas endoteliais, as células musculares lisas
arteriolares perdem sua sensibilidade adrenérgica e tdnus, contribuindo para
anormalidades perfusionais na microcirculagdo.”*®® Esse comprometimento da
reatividade vascular a estimulos parece ser secundario a excessiva producdo de NO
pela iNOS.56

Em condicbes fisioldgicas, os eritrocitos atuam tanto como liberadores de
oxigénio quanto como sensores dos gradientes locais desse gas, contribuindo para a
auto-regulacéo da oferta tecidual de oxigénio e do fluxo sanguineo microvascular.>” A
hemoglobina tem um papel ativo nesse processo, tendo em vista que o aumento dos
gradientes locais de oxigénio induz alteracdes conformacionais na molécula de
hemoglobina. Essa alteracdo de conformacao facilita a liberacdo de nitrosotiol (um
derivado do NO) e de trifosfato de adenosina (ATP) vasoativo, sinalizando a
microvasculatura para vasodilatar.58%° Durante a sepse, os eritrocitos perdem sua
capacidade de liberar vasodilatadores na presenca de hipOxia, prejudicando um
importante  mecanismo  fisiolégico de regulacdo do fluxo sanguineo
microcirculatério.335° Além disso, durante a sepse os eritrocitos tornam-se menos
deformaveis e mais facilmente se aderem as células endoteliais, comprometendo o
fluxo sanguineo.60.61.62

A percentagem de neutréfilos ativados, com menor deformabilidade e maior
agregabilidade, devido ao aumento da expressdo de moléculas de adesédo tanto em
células endoteliais quanto em células do sistema imunologico, também esta
aumentada durante a sepse.3?5%63 Estes leucdcitos geram espécies reativas de
oxigénio e outros mediadores inflamatérios que lesam diretamente estruturas
microvasculares, como o glicocéalix endotelial (uma complexa rede macromolecular
envolvida em varias funcdes endoteliais).54:6566

O estresse oxidativo resulta em mudancgas na estrutura e fisiologia do glicocalix
endotelial. A continua degradacdo e descamacao do glicocalix expde as células
endoteliais ao dano oxidativo, levando a perda de integridade das juncdes aderentes

e aumento da permeabilidade paracelular, com subsequente compromisso da funcao
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de barreira do endotélio.®” Esse aumento da permeabilidade endotelial resulta em
extravasamento de fluido a partir do espaco intravascular e em edema tecidual.64:6566
Por fim, o acimulo de agua nos tecidos leva a hipéxia tecidual devido ao aumento da
distancia de difusdo do oxigénio entre capilares funcionais e células do tecido somado
a baixa solubilidade e transporte desse gas na agua presente nos tecidos.®

Durante a sepse, a degradacdo do glicocalix endotelial coincide com a
disfuncdo microcirculatoria e tem sido associada a varias condicbes clinicas
relacionadas a sepse, incluindo lesdo pulmonar aguda e disfuncéo
cardiovascular.67.6%70 Ainda mais importante, em pacientes em choque séptico, os
niveis séricos de componentes do glicocalix sdo significativamente maiores em nao
sobreviventes do que nos sobreviventes, sugerindo que a descamacéao do glicocalix
possa ter significado prognéstico na sepse humana.®®

A leséo do glicocalix também contribui para maior expressdo de moléculas de
adesdo, aumentando o trafego de leucdcitos, e para alteragfes na crase sanguinea
em direcdo a um estado pré-coagulante.”t’2 O efeito pré-adesivo e pré-trombético
resultante estimula ainda mais a adesao de eritrécitos, plaquetas e leucécitos ao
endotélio vascular, provocando microtrombose vascular, tamponamento capilar e
maior comprometimento do fluxo capilar.40:47.50.73.74.75 A gtivacdo adicional de vias da
coagulacao resulta em obstrucdo capilar por agregados de plaguetas e coagulos de
fibrina, formados secundariamente a coagulacdo intravascular disseminada,
contribuindo para os distlrbios microcirculatérios.*047.76

Em conjunto, todos os mecanismos anteriormente mencionados conduzem a
reducdo do numero de capilares perfundidos (Figura 3). A subsequente diminuicdo da
densidade capilar funcional (nGmero de capilares espontaneamente perfundidos por
area de tecido analisada) resulta em aumento da distancia de difusdo do oxigénio para
as células do parénquima circunjacente.343%3848 Assim, é razoavel sugerir que
transporte anormal de oxigénio aos tecidos e hipoxia tecidual podem advir do
comprometimento da fungdo microcirculatéria encontrado na sepse. Favorecendo
essa hipétese, Ellis e colaboradores3* demonstraram que profunda ma distribuicdo do
fluxo sanguineo microvascular ocorre em conjunto com alteracdes na extracao de
oxigénio em fases inicias da sepse experimental. Esses autores sugeriram que 0
comprometimento do transporte de oxigénio aos tecidos &, provavelmente, secundario
a disfuncdo microcirculatéria.3* Em outro estudo experimental, Bateman e

colaboradores®® sugeriram que a perda da auto-regulagdo microvascular durante a
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sepse desacopla a relagcéo entre a oferta e a demanda local de oxigénio acarretando
0 aparecimento de regides teciduais vulneraveis a hipdxia e incapazes de responder
rapidamente a caréncia de oxigénio. Corroborando estes achados, demonstrou-se
que, em condicbes experimentais, anormalidades microvasculares secundarias a
sepse podem estar relacionadas a elevagdo de marcadores indiretos da hipdxia
tecidual. Por exemplo, a heterogeneidade microvascular ja foi associada a expressao
do gene do fator induzivel por hipéxia.”” Além disso, a reversdo de anormalidades
microcirculatorias foi associada a melhoria proporcional dos niveis de lactato e NADH
(nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido).”®’° Por fim, modelos matematicos de
sepse experimental predizem que a reducdo da densidade capilar e 0 aumento da
heterogeneidade de fluxo podem desempenhar papel na génese da hipodxia tecidual,
corroborando ainda mais o conceito de que a disfuncédo microcirculatéria compromete

a oxigenacdo dos tecidos.808!

Figura 3 — Disfuncdo microcirculatéria associada a sepse
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Legenda: As alteragdes microcirculatérias asssociadas a sepse incluem o comprometimento da
vasodilatacdo arteriolar induzida pelo éxido nitrico (NO) (A e B) e o0 aumento das interacdes
entre leucécitos e o endotélio venular (E e F). Em conjunto, essas anormalidades contribuem
para reducéo da densidade capilar funcional (C e D). A e B: microscopia intravital da camara
dorsal em hamster sirio dourado mostrando o diametro arteriolar antes (A) e depois (B) do
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procedimento de ligadura e perfuracdo cecal (CLP) - didmetro arteriolar caiu, quase pela
metade, apds CLP; C e D: fotomicrografia da microcirculacéo sublingual obtida pela técnica
SDF (sidestream dark field) de paciente saudavel (C - controle) e séptico (D) — o nimero de
capilares perfundidos é consideravelmente menor no paciente séptico; E e F: microscopia
intravital da cdmara dorsal em hamster sirio dourado mostrando um Unico leucécito aderido
a parede venular (E - seta branca) antes da administracdo de lipopolissacarideo (LPS) e
macica adesédo e agregacédo de leucdcitos apds a inducado da endotoxemia.
Fonte: MIRANDA, 2016.

Além da disfuncdo microcirculatéria, outros mecanismos a nivel celular, como
alteracdes metabolicas celulares, disfungcdo mitocondrial e apoptose desregulada,
também ocorrem durante a sepse. Contudo, estas anormalidades celulares séo
consideradas respostas adaptativas tardias, podendo ser precedidas ou
desencadeadas pela faléncia microcirculatéria.*®82 De fato, diversas evidéncias
cientificas sugerem que o surgimento de alteragcbes microcirculatérias € o evento
primario que conduz a disfungéo celular, reforcando a importancia da avaliagdo da
microcirculacdo.®® Por exemplo, Eipel e colaboradores® demonstraram que as
anormalidades microvasculares sdo associadas a lesdo celular durante a sepse
experimental, conduzindo a apoptose. Em outro estudo experimental, Rosengarten e
colaboradores® demonstraram que a disfuncdo microcirculatéria precede distlrbios
da funcdo da célula neuronal induzidos pela sepse. Finalmente, estudos in vitro
demonstraram que o NO inibe a respiracdo mitocondrial, reduzindo o consumo de
oxigénio durante a sepse.t%87.88 Esse achado suscita a hipétese de que a
superproducao de NO induzida pela sepse (um elemento importante na fisiopatologia
da disfuncdo microcirculatéria) pode contribuir tanto para a hipoxia tecidual quanto
para inibicdo mitocondrial.57-86

Caso ndo sejam corrigidos, a hipdxia tecidual, o acimulo de metabdlitos e a
disfuncdo mitocondrial de células do parénquima desencadeiam uma cascata de
mecanismos patogénicos que eventualmente leva a faléncia organica e a morte.3232
O processo subjacente que culmina na disfungdo organica associada a sepse néao é
completamente compreendido, mas alteragbes microvasculares tém sido
implicadas.?? De fato, Doerschung e colaboradores® demonstraram que o
comprometimento da reatividade microvascular esta relacionado a disoxia tecidual e
a disfuncdo de 6rgdos em pacientes sépticos. Sakr e colaboradores* também
demonstraram a existéncia de associagdo entre as alteracbes microcirculatorias
induzidas pela sepse e a disfungédo organica em seres humanos. Ainda mais

importante, a perfuséo capilar foi relacionada a gravidade da faléncia organica apos a
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resolucdo do choque.** Ensaios clinicos posteriormente realizados corroboraram
esses achados, demonstrando a existéncia de associacdo entre a gravidade da
disfuncédo microvascular e o desenvolvimento de faléncia organica.*>°%%? Todos estes
estudos sugeriram a existéncia de uma conexao potencial entre as alteracbes da
microcirculacdo e a faléncia de multiplos 6rgdos relacionada a sepse. Entretanto, a
simples associac@o estatistica entre desfechos e disturbios microcirculatérios ndo
implica na existéncia de uma relacdo mecanicista. Na pratica, uma relacdo de causa
e efeito ndo pdde ser demonstrada até a presente data.*’

A disfuncdo microcirculatéria secundaria a sepse € caracterizada pela
heterogeneidade do fluxo sanguineo, com alguns capilares sendo hipoperfundidos
enquanto outros exibem fluxo de sangue normal ou, at¢é mesmo, anormalmente
elevado.33349394 Algumas unidades microcirculatérias mais vulneraveis tornam-se
hipoxicas, determinando o déficit de extracdo de oxigénio associado a sepse. Devido
a heterogeneidade de perfusao microcirculatéria, areas de tecido hipéxico podem ser
encontradas em estreita proximidade de outras melhor oxigenadas. Uma reducao da
capacidade de regulacdo da oferta local de oxigénio torna-se evidente, podendo
contribuir ainda mais para o comprometimento da extracdo desse gas.3449.90.95

Embora a disfuncdo microcirculatéria possa ocorrer em diferentes graus na
maioria das situacdes clinicas que levam ao choque circulatério, os mecanismos auto-
reguladores da funcdo microvascular sdo mais severamente comprometidos durante
a sepse, indicando a disfuncdo microcirculatéria como um marco fisiopatoldgico da

sindrome séptica.*8%

1.3.3 Importancia da avaliacdo das alteracdes microcirculatérias na sepse

Existe coeréncia hemodindmica entre macro e a microcirculagdo quando
intervencdes terapéuticas adotadas para correcdo das variaveis hemodinamicas
sistémicas também s&o eficazes na correcdo de parametros regionais e
microcirculatérios.®® A perda dessa coeréncia é frequentemente encontrada durante a
sepse, quando o recrutamento microcirculatério é raramente observado, apesar de

um tratamento adequado das anormalidades macro-hemodinamicas.*#68.92
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A disparidade entre a macro e a micro-hemodindmica € explicada pela
presenca de shunts funcionais na microcirculacdo que "escondem™" a disfuncao
microcirculatoria da circulacdo sistémica. A sepse € associada a desregulacdo da
abertura desses shunts, pressionando a pressao parcial de oxigénio (pO2) na
microcirculagcdo a um nivel inferior aquele observado no sistema venoso, constituindo
0 "pO2 gap" e determinando sofrimento tecidual, mesmo na presenca de parametros
hemodinamicos sistémicos adequados.*® Esse defeito distributivo associado a sepse
€ caracterizado pela estagnacéo do fluxo sanguineo capilar, reduzindo a densidade
capilar funcional, na presenca de fluxo praticamente normal em vasos sanguineos
microcirculatérios maiores.3? Assim, a depresséo do fluxo sanguineo microvascular
ocorre mais intensamente em vasos menores, afetando menor niumero de vasos
maiores, 0 que explica, em parte, porque as variaveis hemodinamicas sistémicas nao
refletem, de forma confiavel, as propriedades hemodindmicas da microcirculacao.
Desta forma, mesmo quando o fluxo sanguineo total para determinado érgao esta
preservado, podem ser encontrados tecidos hipdxicos, com grave déficit de extracao
de oxigénio.%’

Além da heterogeneidade de fluxo sanguineo, outras alteracdes
microcirculatorias responsaveis pela perda da coeréncia hemodindmica ja foram
identificadas, tais como anemia microvascular hemodilutional, estase do fluxo
sanguineo microcirculatério e aumento da permeabilidade capilar.®® Essas alteracGes
ndo podem ser detectadas por sistemas de monitorizacdo hemodinamica
convencionais disponiveis na pratica clinica. A simples monitorizacdo da
macrocirculacao, falha na deteccéo de alteracBes nos parametros microcirculatérios
e respostas aos tratamentos, tendo em vista que estes sistemas nao avaliam eventos
intrinsecos que ocorrem na microcirculacgéo.58°7

Percebe-se que uma ferramenta diagnostica confiavel, capaz de avaliar a
microcirculacdo € fundamental para o diagndstico e tratamento da sepse. O método
de monitorizacdo ideal para uso em pacientes criticos deveria permitir a avaliagdo a
beira do leito, além de ser capaz de avaliar o transporte local de oxigénio e alteractes
na permeabilidade vascular, resposta inflamatoria e coagulacdo. Finalmente, o
método deveria permitir a visualizacdo direta e ndo invasiva das alteracdes
microvasculares, como a reducdo da densidade capilar funcional, dos diametros
vasculares e das velocidades de fluxo sanguineo.® Infelizmente, ndo existe método

anico capaz de monitorizar todas estas fungdes relacionadas a microcirculagéo, sendo
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comumente utilizado método de monitorizacdo multimodal, englobando técnicas de
videomicroscopia, biomarcadores, como o lactato, e exames laboratoriais abrangendo

diversas funcdes organicas.

1.4 Modelo Experimental para Avaliagédo da Microcirculagéo

A microscopia intravital representa uma das técnicas de estudo da
microcirculacdo, sendo seu uso possivel tanto em animais saudaveis quanto em
modelos experimentais de doencas. Embora a maioria das preparacdes utilizadas
para a microscopia intravital seja de natureza aguda, a instalacdo de camaras de
microscopia em pregas de pele permite estudos com andlises repetidas da
microcirculacdo ao longo de um periodo de tempo mais prolongado. Estes modelos
ditos crénicos ja foram adaptados para estudos em algumas espécies de roedores
como camundongos, ratos e hamsters, sendo a utilizacdo do hamster preferida por
razBes anatbmicas que facilitam a preparacao microcirtrgica e melhoram a qualidade
das imagens microscépicas.®®

A utilizacdo de camara de microscopia instalada em prega de pele dorsal de
hamsters, foi descrita por Endrich e colaboradores em 1980 e, desde entdo,
foi utilizada em um ndamero consideravel de estudos experimentais versando sobre
fisiologia da microcirculagédo, inflamacdo e sepse, isquemia e reperfusdo e
angiogénese, entre outros.%

No modelo da camara dorsal, ap0s a preparagcdo microcirurgica, restam uma
camada de mduasculo estriado, o muasculo paniculo carnoso, e uma de pele e
subcutéaneo (Figura 4). Os vasos da microcirculacdo destas camadas sdo entédo
examinados atraveés da microscopia 6ptica. O modelo permite a quantificacdo de
parametros micro-hemodinamicos como a densidade capilar funcional, os diametros
vasculares e a velocidade de fluxo das hemécias na microcirculagdo. Além disso, o
modelo também permite, através do uso de microscopia de fluorescéncia com epi-
iluminacédo associada a administracao de rodamina 6G, o estudo da interacao entre
leucécitos e células endoteliais, através da quantificacdo de leucdcitos rolantes e

aderidos. Por fim, o extravasamento de macromoléculas, um marcador da perda da
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integridade da barreira endotelial, pode ser determinado quantitativamente apds a

administracédo de dextrana marcada com isotiocianato de fluoresceina.00.10

Figura 4 — Desenho esquematico da camara dorsal
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Legenda: Desenho esquematico apresentando as diferentes camadas de tecido da prega cutanea e
aguelas contidas na janela de observacéo.
Fonte: LASCHKE, 2011, f. 149.

O modelo permite que a instrumentacao cirargica para o implante da camara e
as analises experimentais ndo ocorram no mesmo momento. Isto € importante para
gue as analises sejam realizadas em condi¢des mais fisioldgicas e ndo na fase aguda
do trauma anestésico-cirargico. Para tanto, 0s animais devem se recuperar por no
minimo 48 a 72 horas a partir do trauma cirdrgico antes de se dar inicio aos
experimentos. Este tempo permite plena recuperacdo do procedimento anestésico,
além de também oferecer tempo para a melhora da resposta inflamatéria inicial. 0t

Outra grande vantagem do modelo é permitir a observacdo in vivo das
alteracdes microcirculatorias em um animal ndo anestesiado, visto que a propria
anestesia afeta de maneira direta e indireta a microcirculagao, sendo mais um fator

de confundimento.100
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Na fabricacdo da cdmara é importante a sua indeformabilidade, sustentando o
tecido e impedindo que este sofra alteragbes anatdbmicas que terminem por alterar a
direcdo de fluxo e velocidade na microcirculacdo. Para tal, material metalico foi
escolhido e pontos de fixagdo foram homogeneamente distribuidos.'%? Além disso,
€ necessario que os tecidos no interior da camara ndo sejam afetados pelo proprio
material da camara implantada. Portanto, o material da camara deve ser inerte do
ponto de vista biologico. Originalmente foi utilizado o aluminio coberto com Teflon S,
0 que também oferecia baixo peso e baixa condutividade térmica. Atualmente, as
camaras sdo geralmente feitas de titanio (Figura 5), que apresenta propriedades

melhoradas em relacdo aquelas das camaras de aluminio e Teflon S.19%

Figura 5 — Fotografia da camara dorsal e do material utilizado para a fixacao

Legenda: Fotografia da cAmara de titanio e do material utilizado para a fixa¢cdo de laminula de vidro a
camara e para o implante da cAmara na prega cutanea.
Fonte: APJ Trading Co Inc, 2016.

ApGs duas a trés semanas, mesmo com 0 uso de materiais indeformaveis, a
perda de elasticidade da prega de pele termina por comprometer a sustentacdo da
camara, que se inclina afetando a perfuséo do tecido em avaliacdo. Desta forma, este

intervalo de tempo é considerado a vida Gtil do modelo.0!

1.5 Controle da Frequéncia Cardiaca na Sepse

Em fases precoces do choque séptico, uma avassaladora resposta inflamatéria

leva a vasodilatacdo e extravasamento capilar, alterando o débito cardiaco por
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reducdo na pré-carga. Como resultado, estabelecem-se grave hipovolemia e
hipotensédo arterial, que desencadeiam ativacdo simpatica macica, em uma tentativa
fisiolégica de manter a perfusdo organica. Essa ativacao € tipicamente associada com
elevacdo da frequéncia cardiaca e vasoconstricdo, objetivando-se a compensacéo da
vasodilatacado sistémica. Por conseguinte, a taquicardia observada na sepse €
considerada o principal mecanismo compensatorio utilizado pelo organismo para
manter o débito cardiaco a despeito de reducdo da pré-carga.l®® Sendo assim, a
maioria dos pacientes sépticos ira responder a ressuscitacdo volémica com reducao
da frequéncia cardiaca, gracas a preservacdo da atividade de baro e
quimiorreceptores. Anemia, dor e agitacdo também podem contribuir para elevacédo
da frequéncia cardiaca, no entanto, esses fatores sédo facilmente reconhecidos e
tratados a beira do leito.?194

Mesmo apos a exclusdo de hipovolemia e/ou outros fatores predisponentes,
pacientes sépticos geralmente possuem uma frequéncia cardiaca elevada. Essa
taquicardia é tipicamente resistente a ressuscitacdo volémica agressiva, devido a
presenca de resposta cronotrépica alterada. Ja o mecanismo fisiopatolégico dessa
disfuncdo cronotrépica esté relacionado ao comprometimento do sistema nervoso
autbnomo, com alteracdo em interagcdes organicas neuralmente mediadas. Como
consequéncia, alguns pacientes em choque séptico sofrerdo uma prolongada e
exacerbada estimulacdo do sistema nervoso simpéatico, que excede a duracdo e o
contexto de uma resposta compensatéria benéfica, levando a diversos efeitos
adversos, como a elevacgdo da frequéncia cardiaca.'043

A disfuncdo autonébmica observada em pacientes sépticos é extremamente
complexa, envolvendo tanto o componente simpéatico, quanto o parassimpatico. Além
de uma producéo elevada de catecolaminas, ja foi demonstrado que pacientes em
choque séptico com elevacao da frequéncia cardiaca possuem reduzida variabilidade
dessa frequéncia, indicando importante atenuacéo do tdénus vagal.% Entre os fatores
responsaveis pelo comprometimento do sistema nervoso autbnomo destacam-se
mediadores inflamatérios e toxinas, ambos capazes de interferir com a
neurotransmissao.%

Apesar do grande aumento da atividade simpatica, a resposta adrenérgica se
torna atenuada ao nivel dos 6rgaos alvo. Esse comprometimento da resposta
adrenérgica € mediado por citocinas e pelo NO, que causam regulacdo negativa de

receptores alfa e beta-adrenérgicos e depressao de vias de sinalizacdo pos-receptor.
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A resposta adrenérgica € ainda mais atenuada pela ocorréncia de apoptose neuronal
em centros autondmicos cardiovasculares e inativacédo de catecolaminas por espécies
reativas de oxigénio.®1% Assim, a regulacdo negativa de receptores alfa e beta-
adrenérgicos é considerada um dos mecanismos mais importantes da disfuncao
cardiovascular da sepse, explicando inclusive a necessidade de, por vezes, altas
doses de catecolaminas exdégenas para manter a pressao arterial e débito cardiaco.®
No entanto, a administracdo de doses incrementais de catecolaminas exdgenas esta
por si sO relacionada a piora da taquicardia e elevacao do risco de taquiarritmias,
fechando um circulo de prejuizos cardiovasculares.

A elevacdo patologica da frequéncia cardiaca também pode advir da
estimulacao de fibras aferentes simpaticas periféricas ativadas por sinais metabdlicos
gerados por isquemia ou inflamacéo em tecidos periféricos.31%” Além disso, o efeito
estimulatorio direto de endotoxinas e do proprio NO sobre o sistema marcapasso
cardiaco também ja foi demonstrado.108.10°

O aumento da demanda de oxigénio secundario a taquicardia termina levando
aisquemia, tendo em vista que a frequéncia cardiaca € um dos maiores determinantes
do consumo miocardico de oxigénio e da demanda metabdlica. Em situacbes de
desequilibrio entre a oferta e 0 consumo de oxigénio, como a encontrada na sepse,
iSso se torna mais um contribuinte para a deterioracdo da performance miocardica,
agravando ainda mais o estado de faléncia da funcdo cardiaca.’” O aumento da
resisténcia vascular periférica relacionado ao uso de vasoconstritores necessarios a
manutencao da pressao arterial média eleva ainda mais o trabalho cardiaco. Por fim,
o volume sistdlico cai em virtude de déficit de relaxamento ventricular secundario a
reducdo da capacidade de captacdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico. Como
resultado, a elevacdo da frequéncia cardiaca deixa de se associar a um aumento de
débito cardiaco.*?

A reducdo do tempo de duracdo da diastole € outro evento relacionado a
taquicardia que contribui para a disfuncdo cardiaca. A elevacdo da frequéncia
cardiaca reduz o tempo de perfusdo coronariana diastolico e o tempo de enchimento
ventricular, reduzindo a oferta miocardica de oxigénio e a pré-carga/eficiéncia
ventricular. Isso se torna crucial em pacientes sépticos com doenca arterial
coronariana oclusiva. Ademais, o déficit de relaxamento ventricular associado a
taquicardia leva a elevacdo da presséo intraventricular diastolica, aumentado o

estresse da parede miocardica e podendo levar a compressado subendocardica,
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comprometendo ainda mais a perfusdo dessa regido. Pacientes com déficit de
relaxamento prévio ao episédio séptico podem desenvolver disfuncdo cardiaca
diastoélica piorando o prognéstico.?

Considerando todas as alteracfes fisiopatologicas expostas, entende-se
porque a elevacéo da frequéncia cardiaca é considerada fator de risco para aumento
da mortalidade em pacientes em choque séptico.2!'! Embora ndo exista consenso,
na maioria dos estudos o ponto de corte na frequéncia cardiaca acima do qual houve
aumento da mortalidade nesses pacientes é de 95 batimentos por minuto (bpm).2 De
fato, em estudo de Morelli e colaboradores?, a presenca de frequéncia cardiaca = 95
bpm em paciente sépticos com necessidades progressivamente maiores de
catecolaminas foi associada a mortalidade de 88%.

Infelizmente, a concluséo inicial de que a reducdo da frequéncia cardiaca
poderia estar relacionada a melhores desfechos clinicos em pacientes em choque
séptico, reduzindo o trabalho miocéardico e elevando a perfusédo coronariana diastdlica,
pode ndo ser verdade. Apesar do extenso referencial tedrico que embasa essa
conduta e de alguns estudos demonstrando resposta benéfica, ainda existe duvida se
a presenca de taquicardia é apenas um marcador biolégico da gravidade e ndo uma
causa direta de pior desfecho. Além disso, 0 momento correto de intervencao e a
reducdo na frequéncia cardiaca a ser alcancada ainda ndo foram definidos.

Tendo em vista que o aumento da atividade simpética esta envolvido na
disfuncéo cronotropica observada no choque séptico, os betabloqueadores foram
postulados na literatura como droga de escolha para esses casos.? Seus efeitos
benéficos poderiam se estender para além do simples controle da frequéncia
cardiaca, atuando também na modulacdo da coagulagdo, metabolismo e
inflamacé&o.'? Por outro lado, seu efeito depressor da contratilidade miocardica
levanta davidas sobre a seguranca de seu uso em pacientes instaveis do ponto de
vista hemodinamico. Dessa forma, alguns autores comecaram a questionar a
possibilidade de uso de outra droga com agéo cronotropica negativa, mas isenta dos

efeitos deletérios dos betabloqueadores, a ivabradina.136
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1.6 lvabradina

1.6.1 A despolarizacdo da membrana celular no nodo sinoatrial e a corrente I

A despolarizagcdo da membrana celular de células do nodo sinoatrial € um
processo voltagem dependente. Dessa forma, na fase 0 do potencial de acéo
(despolarizacéo) canais de calcio do tipo L se abrem ao ser atingido o limiar de
despolarizacao, entre -40 e -65 mV (Figura 6). Durante a despolarizacdo também se
abrem canais de sodio, que séo ativados em niveis de potenciais mais proximos de
zero.114v115

A fase 3 do potencial de acdo (repolarizacao) é marcada pela ativacao de
diversos canais. Observa-se a entrada de potassio para o intracelular e a saida de
sédio e calcio para o extracelular, permitindo que o potencial de membrana celular
retorne ao seu gradiente eletroquimico de repouso.t*®

Na fase 4 do potencial de acdo (despolarizacdo diastélica lenta) ocorre uma
lenta e progressiva despolarizacdo da membrana celular até que seja atingido
novamente o limiar de despolarizacdo, a partir do qual os canais de célcio do tipo L
novamente se ativam e a despolarizacdo mais uma vez acontece (Figura 6).
Curiosamente, a corrente responsavel pelo evento espontaneo de despolarizacédo da
membrana é dependente de canais ibnicos com correntes de sddio e potassio. Como
as correntes de s6dio sdo mais importantes na fase 0 de despolarizagdo celular, a
presenca de uma corrente desse tipo na fase 4, ativada durante a hiperpolarizacdo da
membrana celular, fez com que ela fosse chamada de funny. E assim passou a ser
conhecida como corrente I, | de corrente e f de funny. Diferentemente de outras
correntes conhecidas, a corrente It ativa-se a partir de -40 a -45 mV e atinge o maximo
de ativacdo entre -100 a -110 mV. E uma corrente de entrada de ions para o
intracelular e sua velocidade de fluxo ibnico aumenta, quanto mais negativa estiver a
diferenca de potencial da membrana.l'#1> Além da corrente l;, uma corrente de
entrada de calcio (Ica) e outra de saida de potassio (lk) também se encontram ativas
durante a despolarizacéo diastélica lenta.!'®

Ressalta-se que a despolarizagédo espontanea da membrana celular de células

do nodo sinoatrial durante a fase 4 do potencial de a¢do permite que essas células
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tenham a capacidade de determinar a frequéncia cardiaca, funcionando como um

marcapasso natural do coracéo.

Figura 6 — A despolarizagdo da membrana celular no nodo sinoatrial e a corrente I
(a) (b)
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Legenda: (a) - na fase 4 do potencial de acédo (despolarizagéo diastdlica lenta) ocorre uma lenta e
progressiva despolarizagdo da membrana celular (marcada em laranja) dependente da
ativacdo da corrente I, até que seja atingido o limiar de despolarizagéo; (b) - a fase 0 do
potencial de acao (despolariza¢éo) tem inicio quando o limiar de despolariza¢éo, indicado
pela seta laranja, é atingido.

Fonte: CESAR, 2007, f. 99.

1.6.2 Blogueio da corrente I¢

Os canais responsaveis pela corrente It (ou canais f) foram identificados pelo
acronimo HCN (Hyperpolarization activated Cyclic Nucleotide), sendo conhecidas
quatro isoformas (HCN 1-4). Entre as quatro isoformas, a HCN4 é a mais encontrada
no nodo sinoatrial. O bloqueio desses canais é capaz de reduzir a frequéncia de
despolarizacdo da membrana celular das células do nodo sinoatrial e, portanto, a
frequéncia cardiaca, sendo alvo potencial para acédo farmacolégica (Figura 7).115116

De uma forma geral, as drogas disponiveis para controle da frequéncia
cardiaca, como antagonistas de canais de calcio e betabloqueadores, ndo séo
seletivos quanto a acdo, agindo em outros sitios cardiacos e extra cardiacos, podendo
resultar em efeitos colaterais indesejaveis. O entendimento da importancia dos canais
f para a geragéo e controle do ritmo cardiaco levou a procura de drogas capazes de
controlar a fungéo destes canais, reduzindo a frequéncia cardiaca, sem alterar outras

fungBes cardiacas, como a contratilidade ventricular.



41

Figura 7 — Bloqueio da corrente It pela ivabradina

-60

Legenda: Observa-se uma curva de potencial de acdo sob o efeito da ivabradina (curva laranja), com
evidente reducdo da ascenséo dessa quando comparada com a esperada (curva azul). O
bloqueio dos canais f pela ivabradina é capaz de reduzir a frequéncia de despolariza¢do da
membrana celular das células do nodo sinoatrial e, portanto, a frequéncia cardiaca. lv,
tratamento com ivabradina.

Fonte: POSTEA, 2011, f. 907.

O precursor dessa nova classe de drogas redutoras da frequéncia cardiaca foi
a alinidina, um derivado da clonidina com acao seletiva em canais f, mas inimeros
efeitos colaterais. A partir dai, analogos do verapamil, como o falipamil, a zatebradina
e a cilobradina foram sintetizados com melhor perfil de controle da frequéncia cardiaca
e de seguranca, sendo a zatebradina mais intensamente estudada.!®

ModificagBes quimicas da molécula de zatebradina resultaram na sintese da
ivabradina, uma droga com maior seletividade pelos canais f que suas predecessoras,
necessitando de menor concentracdo para promover seu efeito de reducédo da
frequéncia cardiaca. Além disso, o bloqueio dos canais f exercido pela ivabradina é
capaz de modificar a condutancia desses canais sem alterar propriedades biofisicas
do poro e de estruturas circunjacentes, como canais voltagem dependentes. Essa
especificidade de acéo faz com que a ivabradina ndo apresente efeitos inotropicos,
nem qualquer outro efeito sistémico hemodinamico. Nao ha interferéncia da ivabradina
sobre 0 aumento natural do débito cardiaco e da contratilidade durante exercicio, e
nem hé alteragdo da capacidade de vasodilatacdo coronariana, diferentemente dos
betabloqueadores.'4115116 A conducéo atrioventricular e a repolarizacéo ventricular

também néo séo afetadas pela ivabradina.*3
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Como a corrente Ir € apenas um dos determinantes da atividade marcapasso
cardiaca, mesmo o seu completo bloqueio é capaz de reduzir a frequéncia cardiaca
em até 20-30%. Esse efeito teto contribui para o perfil de seguranca e ampla janela
terapéutica da droga, evitando episédios de bradicardia sintomatica.'61’ Por sinal, a
ivabradina & normalmente muito bem tolerada, sendo o efeito adverso mais comum
relacionado a sintomas visuais transitorios, dose-dependentes e reversiveis. A
alteracéo visual reportada em pacientes usuarios de ivabradina esta relacionada a
presenca de canais HCN na retina.!13118

De forma interessante, a intensidade do bloqueio dos canais f promovida pela
ivabradina, varia com o potencial de membrana: o bloqueio € maior em voltagens mais
negativas, exatamente quando é maior a corrente de influxo de ions, fazendo com que
a capacidade de reducao da frequéncia seja maior quando essa € maior, e vice-versa.
Também estd demonstrado que a ivabradina age na parte interna da membrana
(Figura 8). Dessa forma, o bloqueio acontece somente quando os canais f estdo
abertos. Essa peculiaridade permite a ivabradina exercer maior efeito farmacologico

em situacdes clinicas que cursam com elevacéo da frequéncia cardiaca.*®

Figura 8 — Acdo da ivabradina sobre os canais f

Na* Extracelular

oK’ Intracelular

Legenda: A ivabradina penetra no poro dos canais f a partir da parte interna (intracelular) da membrana
celular quando os canais se encontram no estado aberto (lado esquerdo da figura). Quando
0s potenciais de membrana se tornam mais positivos que -20 mV, as correntes ibnicas
mediadas por canais f sdo representadas principalmente por K* (potassio), tendo a direcdo
do meio extracelular. As correntes idnicas de saida conduzem a ivabradina ao poro do canal,
onde ela se liga firmemente ao seu sitio de ligacdo (lado direito da figura). Na*, sédio; lv,
ivabradina.

Fonte: POSTEA, 2011, f. 907.
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O efeito seletivo da ivabradina sobre os canais f despertou interesse para o seu
uso em humanos, principalmente em situacdes clinicas onde a reducéo da frequéncia
cardiaca € reconhecida como um objetivo terapéutico. O uso dessa droga na doenca
coronariana e na insuficiéncia cardiaca ja foi extensamente estudado, possuindo

indicacGes formais e aprovacéo por érgéos de controle competentes.115116

1.6.3 Ivabradina na sepse

Diversos autores apontaram a ivabradina como uma alternativa terapéutica a
ser utilizada em situacdes clinicas onde o0 uso de outras drogas com agao cronotropica
negativa é contraindicado ou demasiadamente perigoso, como em pacientes criticos
instaveis do ponto de vista hemodinamico.113119.6.120 Nesses casos, a ivabradina
poderia dirimir os efeitos adversos relacionados a frequéncia cardiaca elevada,
reduzindo o consumo miocardico de oxigénio, elevando a perfusdo coronariana
diastélica e agindo beneficamente na relacdo forca-frequéncia do coracdo em
faléncia.lt®

Diferentemente daquilo que é observado com o uso de betabloqueadores e
blogueadores de canais de célcio, o bloqueio dos canais f preserva a contratilidade
miocardica e o controle da reatividade vascular pelo sistema nervoso autbnomo.
Dessa forma, a ivabradina ndo interfere com a pressdo sanguinea, resisténcia
vascular periférica e coronariana e atividade miocardica, ndo havendo qualquer efeito
inotrépico negativo sobre o tecido miocardico.113118.121

O uso da ivabradina em pacientes sépticos ganhou novo impulso apds a
observacéo in vitro da existéncia de sensibilizagdo dos canais HCN a estimulacéo
simpatica pela acao direta da endotoxina, elevando inapropriadamente a frequéncia
cardiaca e reduzindo a sua variabilidade, ambos fatores de mau prognéstico na
sepse.1?2123124 Além disso, a corrente It também pode ser estimulada pela
superproducéo miocardica de NO, comum no choque séptico.%

Além de seus efeitos sobre a frequéncia cardiaca, a ivabradina ja demonstrou
propriedades pleiotropicas interessantes para seu uso durante a sepse, reduzindo o
estresse oxidativo vascular e melhorando a fungdo endotelial em modelos

animais.'?>78 Com essas caracteristicas, a ivabradina poderia prevenir a disfuncéo
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endotelial secundaria a sepse, revertendo as alteragbes microcirculatérias e
melhorando a perfusdo tissular. Ademais, a ivabradina preserva a vasodilatagéo
mediada pelo endotélio em resposta ao estresse de cisalhamento, o que significa que
as células endoteliais de sujeitos tratados com ivabradina séo capazes de responder
as forcas fisicas decorrentes da elevacdo do fluxo sanguineo (como ocorre apdés
ressuscitacdo volémica) com aumento da producédo, liberagdo e/ou atividade de
fatores ligados a vasodilatacéo, como a 6xido nitrico sintase endotelial. 126127

A ivabradina ja foi utilizada com sucesso em séries de casos de pacientes
sépticos com disfuncdo de multiplos 6rgaos. Nesses pacientes, observou-se melhora
hemodinamica, com reducdo da dose de noradrenalina, e metabdlica, com reducao
do lactato e recuperacéo do excesso de base, apds a introducéo da ivabradina.®1?° O
blogueio de canais f também ja foi utilizado em pacientes criticos com intuito de mitigar
efeitos colaterais de outras drogas. Em um relato de caso de paciente com disfuncéo
cardiaca aguda e taquicardia sinusal induzida pelo uso de dobutamina, a associacéo
de ivabradina resultou na reducéo da frequéncia cardiaca e melhora hemodinamica.'?®

A via de administracdo se constitui em um possivel obstaculo ao uso da
ivabradina em pacientes criticos. Atualmente a droga é disponivel comercialmente
apenas para administracdo oral, o que torna o seu nivel plasmatico erratico e
imprevisivel, principalmente em pacientes instaveis hemodinamicamente ou com
disfuncéo do trato gastrointestinal.''* No entanto, o uso intravenoso da droga ja foi
testado com sucesso e seguran¢a em humanos.'?°

Apesar de todo embasamento tedrico e da existéncia de alguns estudos nao
controlados demonstrando efeitos benéficos da terapia com ivabradina em paciente
sépticos, esse uso ainda é considerado off-label e experimental, carecendo de
pesquisas com melhor qualidade metodoldgica. O primeiro grande estudo versando
sobre o assunto foi 0 MODI (f)Y, uma pesquisa clinica de fase Il que randomizou seu
primeiro paciente em maio de 2010, mas até o momento ndo divulgou qualquer

resultado.120
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2.1 Objetivos Gerais

Foram objetivos gerais do presente estudo:

a)

b)

Determinar os efeitos da ivabradina sobre as alteracfes
microcirculatorias secundarias a sepse em hamsters sirios dourados
submetidos ao modelo experimental de sepse por CLP e
ressuscitados volemicamente (desfecho primario);

Determinar os efeitos da ivabradina sobre varidveis macro-
hemodindmicas, funcdo organica e parametros laboratoriais
metabolicos e perfusionais em hamsters sirios dourados submetidos
ao modelo experimental de sepse por CLP e ressuscitados

volemicamente (desfecho secundario).

2.2 Objetivos Especificos

Foram objetivos especificos do presente estudo:

a)

b)

Determinar os efeitos da ivabradina sobre variaveis
anatomofuncionais da microcirculagéo (densidade capilar funcional,
diametros microvasculares e velocidades de fluxo sanguineo
arteriolar e capilar) em hamsters sirios dourados submetidos ao
modelo experimental de sepse por CLP e ressuscitados
volemicamente;

Determinar os efeitos da ivabradina sobre variaveis macro-
hemodinamicas (frequéncia cardiaca e pressao arterial média) em
hamsters sirios dourados submetidos ao modelo experimental de
sepse por CLP e ressuscitados volemicamente;

Determinar os efeitos da ivabradina sobre as fungbes orgéanicas

incluidas no escore SOFA (respiratoria, cardiovascular, neurologica,
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hepética, renal e coagulacdo) em hamsters sirios dourados
submetidos ao modelo experimental de sepse por CLP e
ressuscitados volemicamente;

Determinar os efeitos da ivabradina sobre parametros laboratoriais
metabdlicos e perfusionais (glicemia, lactato e gasometria arterial)
em hamsters sirios dourados submetidos ao modelo experimental de

sepse por CLP e ressuscitados volemicamente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracdes Eticas

A pesquisa foi realizada em laboratério que dispde de meios e recursos para a
manutencdo de animais de forma a minimizar o sofrimento causado pela vida em
cativeiro.

Os pesquisadores responsaveis por este projeto jA possuiam experiéncia
prévia no cuidado humanizado com animais e a pesquisa foi desenvolvida seguindo o
“principio dos trés Rs de Russell e Burch” (apud Baumans°): replacement, reduction
e refinement.

O uso de animais na pesquisa seguiu atentamente os principios éticos e legais
da experimentacdo animal.’31132 Os modelos experimentais utilizados foram
submetidos & apreciacéo da Comisséo de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais
Experimentais (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro e aprovados (Protocolo numero
CEUA/021/2015, Anexo).

3.2 Animais e Grupos

Foram incluidos na pesquisa hamsters Sirios dourados (Mesocricetus auratus),
machos, provenientes da empresa ANILAB, Animais de Laboratorio (Sdo Paulo,
Brasil), que atenderam a exigéncia de pesar entre 120 e 150 gramas (g) no momento
da sua inclusdo no estudo. Esses animais foram mantidos no biotério do Laboratério
de Pesquisas Clinicas e Experimentais em Biologia Vascular da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (BioVasc-UERJ).

Apos a incluséo, foram excluidos da pesquisa e da analise de dados os animais

gue apresentaram uma das seguintes caracteristicas:



a)

48

presenca de extensa mancha cutanea dorsal localizada no sitio de
implante da camara, capaz de reduzir a transparéncia do tecido e,

portanto, inviabilizar a microscopia intravital;

b) visualizacdo de sangramento ativo ou prévio na camara ou

c)

inflamacéo da mesma apds o seu implante;
animais que em qualguer momento apresentaram complicagoes
relacionadas a anestesia intraperitoneal, cateterizacdo vascular ou

laparotomia.

Apés a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, 28 hamsters foram

alocados em quatro grupos experimentais da seguinte forma:

a) grupo SHAM: sete hamsters previamente submetidos ao preparo da

b)

camara dorsal, cateterizacdo vascular e instalagcdo de eletrodos
cutaneos. Apos as avaliacGes baseline, os animais foram submetidos
a procedimento cirdrgico controle (sem inducdo de sepse; sham).
Vinte e quatro horas apés a cirurgia, os animais desse grupo foram
ressuscitados volemicamente com salina a 0,9% (cloreto de sddio a
0,9% [NaCl 0,9%)]) e, em seguida, infundidos por quatro horas com
salina a 0,9%;

grupo CLP-SALINA: sete hamsters previamente submetidos ao
preparo da camara dorsal, cateterizacdo vascular e instalacdo de
eletrodos cutaneos. ApGs as avaliacdes baseline, os animais foram
submetidos a ligadura e perfuracdo cecal (inducéo de sepse). Vinte
e quatro horas apds a cirurgia, os animais desse grupo foram
ressuscitados volemicamente com salina a 0,9% e, em seguida,
infundidos por quatro horas com salina a 0,9%;

grupo CLP-IVABRADINA: sete hamsters previamente submetidos ao
preparo da camara dorsal, cateterizacdo vascular e instalagdo de
eletrodos cutédneos. Apos as avaliagcdes baseline, os animais foram
submetidos a ligadura e perfuracdo cecal (inducédo de sepse). Vinte
e quatro horas ap0s a cirurgia, 0s animais desse grupo foram tratados
com ivabradina (dose bolus de 2,0 mg.kg! de peso corporal),

ressuscitados volemicamente com salina a 0,9% e, em seguida,
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infundidos por quatro horas com solugéo de ivabradina (dose de
manutencéo de 0,5 mg.kgt.h?);

d) grupo CLP-CONTROLE: sete hamsters previamente submetidos ao
preparo da camara dorsal, cateterizacdo vascular e instalacdo de
eletrodos cutéaneos. ApoOs as avaliacdes baseline, os animais foram
submetidos a ligadura e perfuracdo cecal (inducéo de sepse). Vinte
e quatro horas apods a cirurgia, os animais desse grupo foram
submetidos a um protocolo experimental parcial, ndo sendo
ressuscitados volemicamente com salina a 0,9% ou infundidos por

guatro horas com ivabradina ou salina a 0,9%.

Os grupos experimentais foram constituidos sequencialmente seguindo a
ordem apresentada nas alineas anteriores. Dessa forma, a alocagdo dos animais nos
grupos foi realizada por conveniéncia.

O estudo foi desenvolvido no BioVasc-UERJ. Este laboratorio possui biotério
com estrutura adequada para a realizacdo de pesquisas experimentais, permitindo
gue 0s animais sejam mantidos em ambiente com temperatura controlada (21,0+1,0
°C), em ciclos de luz/escuridao de 12 horas controlados por temporizador.

Apo6s a inclusdo no estudo, todos os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, alimentados com racdo padrédo para a espécie (NUVILAB CR1, Quimtia,
Brasil) e receberam agua filtrada ad libitum até o inicio de cada etapa de intervengéo

experimental (sem periodo de jejum pré-operatorio).

3.3 Procedimentos Ciruargicos Iniciais — Implante da Céamara Dorsal,

Cateterizacdo Vascular e Implante de Eletrodos

ApoOs a inclusdo no estudo, todos os animais foram anestesiados através de
injecdo intraperitoneal de 100 mg.kg* de peso corporal de cetamina (Dopalen 10%,
Ceva Santé Animale, Brasil) associados a 20 mg.kg* de peso corporal de xilazina
(Anasedan 2%, Ceva Santé Animale, Brasil) para a remoc¢&o do pelo do dorso com
tosqueador e aplicacdo de creme depilatorio. Constatada a auséncia de extensa
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mancha cutédnea dorsal, era implantada, com técnica cirargica asséptica, placa de
titinio com laminula de vidro no dorso do animal (camara dorsal).
Para o implante da camara dorsal foi utilizada técnica cirdrgica experimental

previamente descrita por Endrich e colaboradores (apud Miranda®®; Figura 9).

Figura 9 — Implante da camara dorsal

Microscopia
intravital

Didmetros arteriolare venular/ : e
Velocidade de fluxo sanguineo capilar funcional e velocidade
das hemacias noscapilares

Legenda: Fotografias e fotomicrografias ilustrando algumas etapas da microdissec¢éo da prega de pele
(A, B e C), o aspecto final da camara dorsal e da janela de visualizacédo (D e E) e exemplos
de imagens e pardmetros obtidos pela microscopia intravital (F e G). Em G, as setas
vermelhas indicam capilares funcionantes.

Fonte: MIRANDA, 2015, f. 621.
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Resumidamente, uma prega com duas camadas de pele era estendida (Figura
9 A) e uma placa de titanio era fixada por fios e parafusos a camada posterior de pele
da prega; na camada anterior uma area circular de 15 mm de diametro era dissecada
microcirurgicamente (Figura 9 B) de forma a deixar na prega apenas uma camada de
pele, subcutaneo e musculo estriado (todas pertencentes a camada posterior da prega
de pele). Terminada a microdissecc¢do, uma segunda placa de titdnio contendo uma
laminula de vidro (janela de visualiza¢éo) era fixada (Figura 9 C). Apés despertar da
anestesia, os animais eram devolvidos ao biotério onde permaneciam em gaiolas
individuais por mais sete dias.

Ao final do periodo de seis dias, a qualidade da preparacdo da camara dorsal
era avaliada em todos os animais, sendo excluidos aqueles que preenchessem o0s
critérios de exclusao pré-definidos. Constatada a boa qualidade da preparacao, o
animal era novamente anestesiado através de injecao intraperitoneal de 100 mg.kg*
de peso corporal de cetamina (Dopalen 10%, Ceva Santé Animale, Brasil) associados
a 20 mg.kg* de peso corporal de xilazina (Anasedan 2%, Ceva Santé Animale, Brasil)
para a remocao do pelo da regido cervical anterior por aplicacdo de creme depilatério
e para a disseccao microcirurgica dos vasos cervicais. Com auxilio de microscopio
cirargico (Leica M651, Leica Microsystems, Alemanha), eram canuladas, com cateter
de polietileno, a artéria carétida esquerda (cateter PE10 com diametro interno de 0,28
mm e externo de 0,61 mm, BD Intramedic, EUA) e a veia jugular interna esquerda
(cateter PE50 com diametro interno de 0,58 mm e externo de 0,965 mm, BD
Intramedic, EUA). ApGs a canulacgéo, os cateteres eram preenchidos com solucéo de
heparina (na concentracdo de 40 unidades internacionais por mililitro [Ul.ml1]),
exteriorizados por contra-abertura no dorso do animal e, apds o fechamento da pele
da regido cervical anterior, eram fixados a camara dorsal, como apresentado na figura
10.

Figura 10 — Fixac&o dos cateteres a camara dorsal

Legenda: Fotografia mostrando o detalhe da fixagdo dos cateteres de polietileno a camara dorsal.
Fonte: Universidade da Califérnia, San Diego, 2016.
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A veia jugular interna foi canulada a fim de ser utilizada para a infusao de
solu¢éo salina a 0,9% e de ivabradina. A artéria carétida foi canulada para a
monitorizacdo continua de parametros macro-hemodinamicos e para a coleta de
sangue arterial.

Terminada a cateterizacao vascular, trés eletrodos metélicos eram implantados
subcutaneamente no dorso dos animais, em bom contato com o musculo subjacente,
para a realizacao de eletrocardiograma de superficie; dois eletrodos eram implantados
préximos as patas dianteiras e um proXimo a pata traseira esquerda.

ApOs despertar da anestesia, 0s animais eram mais uma vez devolvidos ao
biotério onde permaneciam em gaiolas individuais por mais 24 horas com acesso

irrestrito a agua e racgao.

3.4 Preparacdo para o Experimento — Avaliagdo do Escore de Atividade,

Monitorizacdo dos Sinais Vitais e Acomodacgao no Microscopio

Vinte e quatro horas apos a cateterizacdo vascular e implante de eletrodos,
todos os animais eram submetidos a avaliacdo de parametros macro-hemodinamicos
(frequéncia cardiaca e presséo arterial média) e microcirculatérios basais (baseline).
Além desses parametros, nesse momento também era realizada a avalia¢do basal do

escore de atividade.

3.4.1 Avaliacdo do escore de atividade

Para avaliagao do escore de atividade, todos os animais foram avaliados no
periodo da manhd, utilizando-se uma escala de avaliacdo validada para o uso em
roedores.’®* Resumidamente, os hamsters eram acomodados individualmente em
caixa plastica de 15x30x15cm dotada de tampa transparente e forrada com
maravalha. ApoOs periodo de adaptacdo de cinco minutos dos animais ao novo
ambiente, um observador treinado avaliava a presenca ou auséncia de indicadores de

atividade, como abertura ou fechamento dos olhos, posi¢cdo da cabeca, adocédo de
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posturas anormais para a espécie, alteracbes da mobilidade dos membros e atencao
em relacdo ao ambiente.

A avaliacdo destes indicadores permitiu que o nivel de atividade dos animais
fosse determinado de acordo com uma escala ordinal: 5 - animais engajados em
movimentos de locomoc&o e higienizacdo do pelo, apresentando movimentagao
frequente da cabeca e adogdo espontdnea da posicdo em pé (sobre as patas
traseiras); 4 — animais com olhos totalmente abertos, cabeca erguida e postura
normal, apresentando minima presenca ou auséncia de movimentos de locomocéao e
de higienizacdo do pelo e minima presenca ou auséncia de adocao espontanea da
posicdo em pé (sobre as patas traseiras); 3 — animais com olhos parcialmente
fechados e cabeca ligeiramente abaixada, apresentando comprometimento da
locomocao com a presenga de movimentos por arrasto, tropecos, postura anormal
e/ou uso de apenas alguns membros; 2 — animais com olhos parcialmente fechados,
cabeca quase totalmente ou totalmente abaixada, postura achatada e auséncia de
movimentos espontaneos; 1 — animais com olhos quase inteiramente fechados e
perda do reflexo de rotacéo; 0 — animais “dormindo” com os olhos totalmente fechados

e corpo relaxado.

3.4.2 Monitorizacdo dos sinais vitais e acomodacao no microscopio

Terminada a avaliacdo do escore de atividade, os animais permaneciam
acomodados na caixa plastica descrita anteriormente enquanto era obtido registro do
eletrocardiograma de superficie. Para tanto, os eletrodos metalicos previamente
implantados eram conectados por meio de cabos de eletrocardiografia proprios para
pesquisa em animais (Micro-Hook Electrodes, MLA 1212, AD Instruments, Australia)
a um amplificador de sinais (Animal Bio Amp, FE 136, AD Instruments, Australia) onde
0s sinais analogicos eram registrados. Os sinais eletrocardiograficos eram entédo
digitalizados (PowerLab 8/35, AD Instruments, Australia) e processados através de
software de aquisicdo de dados adequado a realizagdo de experimentos
cardiovasculares em pequenos animais (LabChart Pro software v. 8, AD Instruments,
Austrélia).
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Ap6s a manipulagdo para conexdo dos cabos de eletrocardiografia, era
permitido aos animais um periodo de adaptacdo e acomodacdo de cinco minutos,
sendo entdo realizado registro eletrocardiografico continuo, por seis minutos, em
todos os animais. O periodo de adaptacdo e acomodacao, no qual o animal era
deixado em repouso, visava minimizar o estresse do animal pela manipulacao,
reduzindo possivel influéncia externa sobre a frequéncia e ritmo cardiaco.

Terminado o registro eletrocardiografico, os animais eram acomodados, sem
uso de qualquer anestésico, em tubo de acrilico especialmente preparado para a
observacéo da camara dorsal ao microscopio. O tubo de acrilico foi desenvolvido com
pequenos orificios laterais para garantir a adequada respiracdo do animal e com uma
grande fenda em seu maior eixo para a acomodacao da camara dorsal e restricdo do

animal (Figura 11).

Figura 11 — Tubo de acrilico utilizado durante a microscopia intravital
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Legenda: Fotografia mostrando o tubo de acrilico utilizado para a acomodac&o dos animais. E possivel
observar os orificios laterais de respiracao e a fenda em seu maior eixo. Escala apresentada
em centimetros.

Fonte: O autor, 2016.

Com o objetivo de preservar a temperatura corporal do animal, ap0s a sua
acomodacdo no tubo de acrilico, o tubo era envolvido por duas camadas de
compressas de gaze hidréfila e, mais externamente, por uma camada de papel
aluminio. A area onde se localizava a cabeca do animal era poupada desta cobertura
de forma que os orificios laterais de respiracdo permanecessem pérvios. O tubo de
acrilico contendo o animal era entao acoplado ao microscopio intravital para posterior
observacdo. Além desta protecdo passiva contra perda de calor, a temperatura
corporal do animal era preservada através de uma placa aquecedora (LB750, Uppsala
Processdata AB, Suécia) controlada por um termistor programado para manter uma
temperatura de 36,0 °C na superficie do microscopio a qual o tubo de acrilico era
acoplado. A temperatura retal e da pele da camara dorsal do animal eram
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constantemente aferidas com auxilio de termémetro de precisdo (Wavetek 23XT,
Wavetek Corporation, EUA) acoplado a uma sonda termopar adequada ao uso em
pequenos animais (Termopar do tipo K, Wavetek Corporation, EUA).

Imediatamente apds o acoplamento do tubo de acrilico contendo o animal ao
microscopio intravital, o cateter arterial era conectado a um transdutor de pressao
(TSD104A, BIOPAC Systems, EUA) acoplado a equipamento amplificador de sinal e
conversor de sinal analégico em digital (MP100 Data Acquisition System, BIOPAC
Systems, EUA). O sinal convertido era processado através de software de aquisicao
de dados adequado a realizacdo de experimentos cardiovasculares em pequenos
animais (AcgKnowledge software v. 3.5.7, BIOPAC Systems, EUA) e dividido em dois
canais de monitorizacdo, um para frequéncia de pulso e outro para pressao arterial
média. A partir desse momento foi possivel a aquisicdo continua desses parametros
macro-hemodinamicos, sendo o primeiro registro valido realizado apds periodo de
adaptacdo e acomodacéo de quinze minutos. Conforme anteriormente descrito, esse
periodo, no qual o animal era deixado em repouso, visava minimizar o estresse do
animal pela manipulacdo, reduzindo possivel influéncia externa sobre a pressao
arterial média e par@metros microcirculatérios (analisados em seguida).

Em intervalos regulares, a linha arterial era lavada com solucdo diluida de
heparina (na concentracédo de 40 Ul.ml) para evitar a obstrugdo do cateter arterial. O
volume total de solucdo de heparina utilizado foi controlado e ndo excedeu 0,5 ml em
qualquer um dos animais.

Terminada a avaliacdo da pressdo arterial média, todos os animais foram,

finalmente, submetidos a avaliagdo da microcirculagao.

3.5 Avaliagéo da Microcirculagéo

3.5.1 Equipamentos

A microcirculacdo foi avaliada pelo modelo experimental de microscopia
intravital através da camara dorsal. A microscopia foi realizada em microscépio

intravital (Ortholux, E. Leitz-Wetzlar, Alemanha), sob transiluminacdo com lampada de
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tungsténio-halogénio de 100 Watts, com auxilio de objetiva de 20x (CF SLWD Plan
EPI120x/0.35 Achromat Objective WD 20.5 mm, Nikon, Jap&o). O microscépio intravital
estava acoplado a uma camara de video CCD (charge-coupled device) (SBC-320P
B/W Camera, Samsung, Coreia do Sul) conectada por meio de placa de captura de
imagens (XCapture USB, PixelView, EUA) a um computador portétil (Inspiron N5110,
Dell Computadores, Brasil) onde as filmagens eram reproduzidas em tempo real e
também gravadas para posterior andlise (software PowerDirector 7, CyberLink,
Taiwan). Essa montagem permitiu aumento total (6ptico e digital) de 1.000 vezes das
Imagens obtidas na microscopia.

Complementando os equipamentos utilizados para microscopia, em diversas
etapas da avaliacdo da microcirculacao (descritas a seguir) foi utilizado filtro éptico de
vidro colorido (modelo 51664, Oriel Corporation, EUA) para melhor visualizacdo das
hemacias.

A velocidade de fluxo sanguineo arteriolar foi medida pelo método dual-slit, uma
técnica fotométrica validada para mensuracdo da velocidade de hemacias em
microvasos. Para tanto, foi utilizado equipamento comercialmente disponivel (IPM,

EUA) modificado por Mesquita e colaboradores.34

3.5.2 Protocolo experimental

Logo em seguida ao registro da presséo arterial média, dava-se inicio a escolha
e gravagcao dos campos arteriolares, venulares e capilares basais. A escolha dos
campos foi baseada nos seguintes critérios:

a) o campo deveria poder ser bem focado e estar livre de inflamacgéo ou
hemorragia (microscopicas);

b) deveriam existir marcos anatbmicos (adipécitos de formato
marcante, cruzamentos ou bifurcagcdes vasculares, proximidade de
partes especificas da laminula e da janela de visualizacdo) que
facilitassem o posterior retorno ao campo;

c) as arteriolas e vénulas deveriam possuir diametro entre 40 € 100 pm

e fluxo basal compativel com a normalidade.
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Em cada animal foram escolhidos dois campos arteriolares, com uma arteriola
em cada um, dois campos venulares, com uma vénula em cada um, e dez campos
capilares. Cada campo arteriolar foi gravado por 30 segundos com filtro de atenuacao
azul para a medicdo do diametro vascular e observacdo de fendbmenos de
vasodilatacao e/ou vasoconstricdo. Cada campo venular foi gravado seguindo-se o
mesmo protocolo dos campos arteriolares. Cada campo capilar foi gravado por 30
segundos com filtro de atenuacéo azul para a medicdo da densidade capilar funcional
e da velocidade das hemacias nos capilares.

ApGs a retirada do filtro, retornava-se a cada um dos dois campos arteriolares
para realizacdo da medicdo e registro da velocidade de fluxo sanguineo arteriolar.

Imediatamente apds o término desse primeiro momento de observacao (tO;
baseline), os animais eram retirados do tubo de acrilico, anestesiados e submetidos a

inducao de sepse experimental por CLP.

3.6 Modelo Experimental de Sepse Abdominal por Ligadura e Perfuracéo Cecal

A inducdo de sepse por CLP foi realizada seguindo-se descricdo da técnica
publicada por Rittirsch e colaboradores.?’” Resumidamente, sob anestesia
intraperitoneal com 100 mg.kg™! de peso corporal de cetamina (Dopalen 10%, Ceva
Santé Animale, Brasil) associados a 20 mg.kg?! de peso corporal de xilazina
(Anasedan 2%, Ceva Santé Animale, Brasil) e de forma estéril, a pele e musculatura
da parede abdominal eram incisadas na linha mediana abrindo acesso cirargico a
cavidade peritoneal com cerca de dois centimetros. Apos cuidadosa exposicdo do
ceco e disseccdo de seu mesentério, 0 mesmo era ligado com fio cirargico (seda 4-0)
na metade da distancia entre o polo distal e a base do ceco. Apés ligadura, era
procedida perfuragdo Unica, com agulha 20 Gauge, da extremidade cecal localizada
distalmente ao ponto de ligadura. Removida a agulha, a paténcia da perfuracéo era
testada através da observacdo da saida de gases e fezes pelo orificio, sem ser
realizada expresséo cecal. O ceco era entédo reposicionado na cavidade peritoneal e
a parede abdominal era fechada em dois planos com fio cirtrgico 4-0. Apés a cirurgia,
todos os hamsters eram injetados no subcutaneo com 50 ml.kg? de peso corporal de

salina a 0,9% pré-aquecida a 37 °C. Terminados os procedimentos envolvidos na
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realizagédo de CLP e constatado o despertar da anestesia, 0s animais eram devolvidos
as suas gaiolas individuais e acomodados no biotério por 24 horas com acesso
irrestrito a agua e racao.

Animais alocados no grupo SHAM, foram submetidos exatamente aos mesmos
procedimentos, com excecao das etapas de ligadura e perfuragéo cecal, que foram
omitidas, caracterizando o procedimento cirargico controle (sem inducdo de sepse;

sham).

3.7 Avaliagbes Sequenciais

Vinte e quatro horas apo6s a inducdo de sepse por CLP ou realizacdo de
procedimento cirargico controle, todo o processo de avaliacdo e registro do escore de
atividade, frequéncia cardiaca e pressao arterial média e de avaliacdo e gravacao dos
campos arteriolares, venulares e capilares era repetido, retornando sempre aos
mesmos campos microvasculares inicialmente gravados (campos basais).

Ao final desse segundo momento de observacéo (t1) era iniciada ressuscitacao
volémica com 20 ml.kg! de peso corporal de salina a 0,9% utilizando-se o cateter
instalado na veia jugular interna. O volume total era administrado em 15 minutos com
auxilio de bomba infusora microprocessada (Pump 22, Harvard Apparatus, EUA).
Nesse momento, os animais alocados no grupo CLP-IVABRADINA foram tratados
com 2,0 mg.kg' de peso corporal de ivabradina (Sigma-Aldrich, EUA), diluida na
salina a 0,9% utilizada para ressuscitagdo volémica.

Terminada a ressuscitacdo volémica, era iniciada infusdo venosa continua de
solucéo salina a 0,9% ou de solugéo de ivabradina diluida em salina a 0,9% de acordo
com o grupo de alocacdo do animal:

a) grupos SHAM e CLP-SALINA: infusdo venosa continua de solucao
salina a 0,9%;

b) grupo CLP-IVABRADINA: infusdo venosa continua de solucdo de
ivabradina diluida em salina a 0,9%.

Independente da solucéo utilizada, a velocidade de infusao foi programada na

bomba de infusdo a 0,1 ml.h1. A concentracéo da solugédo de ivabradina foi calculada
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para que, nesta velocidade de infusdo, a dose de ivabradina administrada fosse de
0,5 mg.kgt.h1,

Apos o inicio da infusdo venosa, todo o processo de avaliacao e registro do
escore de atividade, frequéncia cardiaca, pressao arterial média e de avaliacdo e
gravagao dos campos arteriolares, venulares e capilares, retornando sempre aos
mesmos campos microvasculares inicialmente gravados (campos basais), foi repetido
por mais duas vezes nos seguintes momentos de observacgao:

a) t2: quinze minutos apos a ressuscitacdo volémica;

b) t3: quatro horas apdés o inicio da infusédo venosa.

Ressalta-se que a avaliacdo do escore de atividade e a eletrocardiografia de

superficie ndo foram realizadas no momento de observacéao t2 por questdes logisticas.

3.8 Avaliacdo Gasométrica do Sangue Arterial

Apés o quarto momento de observacao (t3), uma pequena aliquota de 0,1 ml
de sangue arterial foi coletada de todos os animais para analise gasométrica. Para a
coleta, o cateter arterial instalado na artéria carétida era desconectado do transdutor
de pressédo. O sangue era entdo coletado, sem aspiracdo, e depositado diretamente
em um cartucho de testagem CG4+ (Abbott Laboratories, EUA) para imediata anélise
no aparelho i-STAT System (Abbott Laboratories, EUA). Dessa forma, foram obtidos
e registrados os seguintes parametros: pH, pressao parcial de oxigénio no sangue
(PaO2), bicarbonato (HCO3), excesso de base (BE), dioxido de carbono total (TCO2)
e lactato.
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3.9 Avaliagbes Laboratoriais do Sangue Arterial

3.9.1 Avaliacdo de pardmetros hematoldgicos e bioguimicos

ApoGs coleta de sangue para realizacdo de gasometria do sangue arterial, os
animais foram submetidos a coleta de sangue arterial para realizacdo de hemograma
completo e dosagem de parametros bioguimicos (glicose, ureia, creatinina e bilirrubina
total).

Para a realizacdo do hemograma, amostras de sangue foram coletadas em
tubo proprio contendo EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético). Para as analises
bioguimicas, amostras de sangue foram coletadas em tubo préprio contendo gel e
ativador da coagulacao e o soro foi separado por centrifugacdo a 750 g por 15 minutos.
Ressalta-se que foram utilizados tubos de coleta preconizados para populacéo
neonatal (BD Vacutainer, BD, EUA), adequados aos diminutos volumes coletados em
pequenos roedores.

As analises hematoldgicas e bioquimicas foram realizadas imediatamente apés
a coleta utilizando-se analisador automatizado (Pentra Hematology and Clinical
Chemistry Analyzers, HORIBA Medical, Japao).

3.9.2 Hemocultura

Para a realizacdo de hemocultura e contagem de colonias de bactérias no
sangue, foram realizadas, de forma estéril, diluicbes seriadas de aliquotas de sangue
aspiradas do cateter arterial (0,1 ml puro, 0,1 ml diluido em 1,0 ml de salina a 0,9% e
0,1 ml diluido em 10,0 ml de salina a 0,9%). Aliquotas de 10 ul de cada dilui¢do foram
semeadas em placas de Agar MacConkey (PlastLabor, Brasil). A contagem de
colonias foi realizada apos 24 horas de incubacgéo a 37 °C.

Apos a coleta de sangue para hemocultura, procedia-se ao sacrificio do animal
por administracdo de dose intravenosa letal de cetamina/xilazina (>200/40 mg.kg* de

peso corporal), dando inicio a proxima etapa do experimento, a necropsia do animal.
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A figura 12 apresenta um diagrama esquematico do delineamento de estudo

utilizado nos experimentos principais.

Figura 12 — Delineamento de estudo utilizado nos experimentos principais
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Legenda: Diagrama esquematico do delineamento do estudo. Triangulos representam o momento da
coleta de sangue para gasometria arterial, hemograma, bioquimica e hemocultura.
Fonte: O autor, 2016.



62

3.10 Necropsia

Apos o 6bito ou sacrificio, todos os animais foram submetidos a necropsia para
avaliar a presenca de complicagcbes associadas aos cateteres vasculares
(normalmente hemorragicas) ou a existéncia de lesdes intra-abdominais secundérias
a anestesia intraperitoneal ou a laparotomia.

A necropsia envolvia 0 exame externo do animal e a abertura das cavidades
toracica e abdominal. Em seguida, era realizada a retirada dos érgdos em monobloco
com posterior separagdo em conjuntos. Continuando o procedimento, a calota
craniana e as meninges eram abertas, 0s nervos cranianos cortados na base do
enceéfalo e o cérebro retirado inteiro da caixa craniana.

No presente estudo, ndo houve coleta de material para analises

histopatologicas.

3.11 Grupo Controle Séptico Nao Ressuscitado e Nao Infundido (CLP-
CONTROLE)

Sete animais foram incluidos no estudo para a realizagcdo de protocolo
experimental parcial. Esses animais foram alocados no grupo CLP-CONTROLE, onde
seguiram o protocolo experimental anteriormente descrito até o momento de
observacéo t1. Dessa forma, foram realizados: implante da camara dorsal, instalacdo
de eletrodos de eletrocardiograma, cateterizacdo vascular, avaliagbes baseline
(excetuando-se a avaliacdo da microcirculacao) e inducao de sepse por CLP.

No momento de observacéo t1, os animais foram acomodados no microscopio,
sendo respeitados os cuidados de preservacdo da temperatura corporal anteriormente
descritos. Foram registradas a frequéncia cardiaca e a pressao arterial média. Ao final
desses registros, a etapa de avaliacédo e gravacao da microcirculacao nao foi iniciada.
No lugar desta, os seguintes experimentos foram realizados:

a) coleta de sangue arterial para a obtengédo de gasometria arterial pré-

ressuscitacao volémica;
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b) coleta de sangue arterial para a obtencao de valores hematoldgicos
e bioquimicos pré-ressuscitacdo volémica,

c) coleta de sangue arterial para a obtencdo de hemocultura pré-
ressuscitacado volémica.

Esses experimentos foram realizados na sequéncia apresentada e seguiram 0s
mesmos protocolos experimentais anteriormente descritos, excecao feita ao momento
de realizacao.

Apés a Uultima coleta de sangue, os animais foram sacrificados por
administracdo de dose intravenosa letal de cetamina/xilazina (>200/40 mg.kg? de

peso corporal).

3.12 Cegamento do Estudo

Por questdes técnicas relacionadas a preparacdo das solucdes venosas para
infusdo continua, o estudo ndo pbéde ser cegado em sua fase de experimento. Dessa
forma, a afericdo e registro da frequéncia cardiaca e da pressao arterial média, a
avaliacdo e registro do escore de atividade, a medig&o e registro da velocidade de
fluxo sanguineo arteriolar e o processamento de amostras de sangue e registro dos
resultados foram desempenhados por observador ciente da solucdo venosa em uso.

ApGs a ressuscitacao volémica com salina a 0,9% e infusdo venosa continua
de salina a 0,9% ou ivabradina, o grupo de alocacdo do animal era registrado em local
especifico da folha de coleta de dados do animal. Imediatamente apds o registro, esse
local era lacrado e o0 animal passava a ser identificado apenas por uma combinagao
de letras e numeros (codigo do animal) ndo definidora do grupo do animal. Isso
permitiu que as analises das flmagens obtidas por microscopia fossem realizadas de
forma cega.

Os arquivos digitais contendo as gravacdes da avaliacdo da microcirculagéao
foram identificados com o cédigo do animal e na fase de andlise dessas gravacoes
nao se tinha conhecimento de qualquer informacéo a respeito do grupo de alocacgéao
do animal.

No momento da andlise estatistica dos dados, era conhecida a informagéo de

gue um determinado animal pertencia a um determinado grupo identificado por letras
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(A, B, C ou D). No entanto néo existia a informacao de que solucdo cada grupo havia

recebido (salina a 0,9% ou ivabradina), ou mesmo se era um grupo séptico ou ndo.
O cegamento foi aberto apenas apos a concluséo de toda a analise estatistica.

ApoOs a abertura do estudo, a legenda dos gréaficos e tabelas foi refeita para melhor

entendimento.

3.13 Andlise das gravagbes - Variaveis Anatomofuncionais Relacionadas a

Microcirculacao

Em momento oportuno, as gravacoes realizadas durante os experimentos
foram revistas e as variaveis anatomofuncionais relacionadas a microcirculacao foram
analisadas com auxilio do programa ImageJ v. 1.49 (NIH, EUA), conforme protocolo
ja estabelecido na literatura.®® Os dados pertinentes ao estudo foram registrados.
Resumidamente, a analise realizada pode ser descrita da seguinte forma:

a) o diametro vascular, de arteriolas e vénulas, foi aferido pela distancia
perpendicular entre as paredes do vaso, sendo apresentado em um;

b) a densidade capilar funcional foi calculada através da divisdo do
somatorio do comprimento dos capilares espontaneamente
perfundidos, ou seja, aqueles em que se encontrava transito de
hemécias, pela area de observacdo, sendo apresentada em
centimetros por centimetros quadrados (cm.cm2);

c) a velocidade das hemacias nos capilares foi calculada pela razéo
entre a distancia capilar percorrida por uma hemacia e o periodo de
tempo necessario para este deslocamento, em mm.s. A velocidade
das heméacias nos capilares foi calculada para um capilar em cada
um dos quatro quadrantes de cada campo capilar gravado, num total
de 40 capilares analisados a cada momento de observacao. O capilar
escolhido em cada quadrante foi selecionado seguindo os seguintes
critérios: qualidade da imagem (nitidez) e representatividade da
velocidade média daquele quadrante. Da divisdo simples entre o
somatorio de todas as velocidades capilares individuais encontradas

por momento de observacdo e o numero de capilares estudados a
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cada momento de observacdo (40) foi calculada a variavel
velocidade média das hemacias nos capilares.

3.14 Elaboragéo dos Bancos de Dados e Anélise Estatistica

Todos os dados adquiridos em todas as fases do experimento foram
registrados em folha de coleta de dados especialmente confeccionada para o projeto.
Os registros constantes nestas folhas serviram de base para elaborar um banco de
dados digital com auxilio do programa EpiData Entry v.3.1 (EpiData Association,
Dinamarca). Finalizada a confeccéo do banco de dados, procedeu-se a uma fase de
checagem quanto a inconsisténcia dos dados e possiveis erros de digitacdo. Apos
essa fase, os dados foram exportados para o pacote estatistico Stata 10.1 SE
(StataCorp, EUA) e organizados/preparados para analise.

As analises estatisticas e apresentacbes graficas dos resultados foram
realizadas apos a insercao dos dados no programa GraphPad Prism 6.03 (GraphPad
Software, EUA), sendo adotado nivel de significancia bicaudal de 5% (p <0,05) para
todas as anadlises. Dessa forma, todos os resultados do presente estudo foram
apresentados apenas como significante ou ndo em relacéo a esse valor critico.

Considerando a pequena amostra utilizada, o teste de Shapiro-Wilk foi
escolhido para a verificagdo da suposicdo de normalidade dos dados durante o
processo de andlise das variaveis quantitativas.

Os valores basais das variaveis estudadas (baseline) foram comparados entre
0s grupos utilizando-se, de acordo com a variavel analisada, o teste paramétrico
Andlise de variancia (Analysis of variance, ANOVA) ou o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Para andlise post-hoc do teste ANOVA, foi empregado o método de
Bonferroni. Para analise post-hoc do teste de Kruskal-Wallis, foi empregado o teste
de comparacdes multiplas de Dunn.

Apos a confirmagédo da suposi¢do de normalidade, os dados relacionados a
frequéncia cardiaca, presséao arterial média, densidade capilar funcional, velocidade
média das heméacias nos capilares, diametros arteriolar e venular e velocidade de fluxo
sanguineo arteriolar foram analisados de forma longitudinal (evolugéo intragrupo ao

longo do tempo) e de forma transversal (comparacao entre 0os grupos [intergrupo], a
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cada momento de observacéo) pelo teste paramétrico two-way ANOVA para medidas
repetidas. Na modelagem do teste, a evolugédo das variaveis dependentes, ao longo
dos momentos de observacao, foi adotada como a variavel longitudinal repetida
(within subjects) e o grupo de alocacdo dos animais foi adotado como a variavel
transversal (between subjects). Na analise intragrupo, assumindo uma violacado da
suposicdo de esfericidade dos residuos, os valores de significancia estatistica
encontrados foram corrigidos pela correcdo de Greenhouse-Geisser. Apds a
confirmacédo da significancia estatistica longitudinal e/ou transversal, aplicou-se o
método de Bonferroni para a deteccao de diferencas entre pares de médias. Os dados
referentes as varidveis microcirculatérias foram transformados em percentagens em
relacdo ao valor basal, ou seja, foram normalizados para o baseline, com intuito de
facilitar a apresentacao dos dados.

Os dados relacionados ao escore de atividade foram analisados de forma
longitudinal e de forma transversal. O teste ndo paramétrico de Friedman seguido,
guando necessario, pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn foi aplicado para a
analise longitudinal. Na analise transversal, foi aplicado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido, quando necessario, pelo teste de comparacdes mdltiplas de
Dunn.

Os valores das variaveis hematoldgicas, bioquimicas e gasométricas do
sangue arterial, além dos dados relacionados a hemocultura, foram comparados entre
0s grupos utilizando-se, de acordo com a variavel analisada, o teste paramétrico
ANOVA ou o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Na analise post-hoc do teste
ANOVA foi empregado o método de Bonferroni e na analise post-hoc do teste de

Kruskal-Wallis foi empregado o teste de compara¢des multiplas de Dunn.
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4 RESULTADOS

4.1 Inclusao e Exclusao de Animais

Quarenta e sete animais foram incluidos no estudo para realizacdo dos
experimentos principais, sendo submetidos ao implante da camara dorsal. Desses
animais, cerca de 23% foram excluidos por mé qualidade da preparacédo experimental
(presenca de inflamacao e/ou hemorragia apos o implante da camara dorsal).

Quatro animais foram excluidos do estudo antes de serem alocados em grupos,
dois por hemorragia macica durante a cateterizacao vascular e dois por evisceracao
durante fechamento da laparotomia mediana.

ApGs o inicio da monitorizagdo hemodinamica, um animal foi excluido do estudo
por apresentar choque circulatério (PAM <50 mmHg, com intensa bradicardia) no
momento de observacao inicial (basal). A necropsia revelou hemoperitonio de origem
indeterminada. Associou-se este sangramento a complicacdes relacionadas a
anestesia intraperitoneal ou a discrasia sanguinea.

Trés animais submetidos a todas as etapas experimentais previstas no estudo
foram excluidos do mesmo apdés a realiza¢do da necropsia:

a) em um animal a necropsia revelou extensa isquemia
enteromesentérica associada a hematoma mesentérico. Associou-se
esse achado a complicacbes relacionadas a anestesia
intraperitoneal;

b) em dois animais a necropsia revelou volumoso hematoma, um na
ferida operatoria abdominal (hematoma de parede) e outro no tunel
subcutéaneo utilizado para tunelizacdo dos cateteres vasculares.
Associou-se esses achados a complicacdes relacionadas a discrasia
sanguinea

Nenhum animal foi excluido do estudo por morte durante o experimento. A

figura 13 resume a aplicacéo dos critérios de incluséo e de excluséao.
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Figura 13 — Inclusao e exclusao de animais no estudo

Animais incluidos no
estudo e submetidos ao
implante da cAmara

dorsal (n=47)
Exclusio por inflamacio
efou hemorragia da
¥ cimara dorsal (n=11)

Animais elegiveis para a
fase experimental (com
boa gualidade da
camara dorsal) (n=36)

Exclusdo antes da
alocagio em grupos por
evisceragao (n=2) e por
Y hemormragia (n=2)

Animais alocados em
grupos (n=32)

Exclusdo por hemorragia
(n=2), por isquemia
mesentérica (n=1) e por
Y chogque circulatério (n=1)

Animais analisados
(n=28)

Legenda: Diagrama de fluxo ilustrando a incluséo e exclusdo de animais no estudo.
Fonte: O autor, 2016.

4.2 Valores Basais (Baseline)

Conforme ja descrito, as variaveis anatomofuncionais da microcirculacdo nao
foram avaliadas no grupo CLP-CONTROLE. Todas as demais variaveis baseline
foram avaliadas em todos 0s grupos.

Os grupos néo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre as
suas medidas iniciais. Os valores basais encontrados sao apresentados na tabela 2,

de acordo com o grupo.
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Tabela 2 — Medidas iniciais de acordo com o grupo

Grupo
. CLP- CLP- CLP-
Variavel SHAM CONTROLE  SALINA  IVABRADINA
Peso (g) 135.7+7.2 138.1+5.6 133.7+5.9 1334490 0.6
Escore de
‘_ 5(5/5) 5(5/5) 5(5/5) 5(5/5)
atividade

PAM (mmHg)  109,0%8,2 110,3+9,7  110,8+10,7  108,3x11,7 0,9

FC (bpm) 373,2+31,5 379,0+27,3 363,7+23,3 370,6+£33,0 0,8
DCF

129,8+6,9 N/A 131,2+7,4 135,315,6 0,3
(cm.cm?)
Velocidade -
capilares 0,30%0,01 N/A 0,31+0,01 0,30+0,01 0,1
(mm.s?)
Diametro
arteriolar 65,7+3,8 N/A 66,8+3,4 66,7+3,3 0,8
(Hm)
Velocidade -
arteriolas 12,3+2,0 N/A 11,3+3,0 12,3+2,2 0,7
(mm.s?)
Diametro

73,214 .4 N/A 75,4+3,3 71,5+£3,7 0,2

venular (um)

Legenda: Os valores estéo representados pela média + DP ou pela mediana e, entre parénteses, pelos
percentis 25%/75%. Todas as medidas foram realizadas no baseline (t0). SHAM, animais sem
inducdo de sepse, ressuscitados volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-
CONTROLE, animais sépticos, ndo ressuscitados volemicamente e ndo tratados com salina
a 0,9% ou ivabradina (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente e
tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA, animais sépticos, ressuscitados
volemicamente com salina a 0,9% e tratados com ivabradina (n=7). Os valores de p
apresentados se referem as diferencas intergrupo encontradas. PAM, pressao arterial média;
FC, frequéncia cardiaca; DCF, densidade capilar funcional; N/A, n&o se aplica.

Fonte: O autor, 2016.
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4.3 Evolucgéo dos Sinais Vitais

4.3.1 Frequéncia cardiaca

A frequéncia cardiaca foi medida de forma continua através da monitorizacao
eletrocardiografica e da analise da curva de pressao arterial invasiva. Todos 0s
animais apresentaram ritmo sinusal durante todo o experimento, sendo raramente
registradas extrassistoles. Dessa forma, n&o foram observadas diferencas
clinicamente significativas entre as duas formas de medicdo da frequéncia cardiaca.
Para fins estatisticos, os dois dados foram utilizados de forma combinada (média
aritmética).

Os valores de frequéncia cardiaca encontrados sdo apresentados na tabela 3
e no grafico 1. As diferencas intragrupo estatisticamente significativas sao
apresentadas na tabela 3. As diferencas intergrupo estatisticamente significativas, por

momento de observacgao, sdo apresentadas no gréafico 1.

Tabela 3 — Evolucdo da frequéncia cardiaca durante o experimento de acordo com o

grupo e momento de observacao: analise intragrupo

Grupo
SHAM CLP-SALINA  CLP-IVABRADINA
Momento de observacao:
t0 373,2+31,5 363,7+23,3 370,6+33,0°
t1 365,5+30,1 422,6+60,02 429,6+51,7°
t2 335,5+27,0 379,8453,0 202,6+18,0°
t3 363,4+19,4 434,5+64,02 270,7+25,3°

Legenda: Os valores sédo apresentados em bpm e representados pela média + DP. As medidas foram
realizadas no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo volémica (t1), 15 minutos
apos a ressuscitacao volémica (t2) e apds 4 horas de infusao de salina a 0,9% ou ivabradina
(t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados volemicamente e tratados com
salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente e tratados
com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente
com salina a 0,9% e tratados com ivabradina (n=7). 2 p <0,05 em compara¢do ao momento
de observacéo t0;  p <0,05 em comparagéo a qualquer outro momento de observacéo.

Fonte: O autor, 2016.
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Gréfico 1 — Evolugéo da frequéncia cardiaca durante o experimento de acordo com o
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Legenda: Os marcadores e barras de erro inseridos no grafico representam os valores da média e do

desvio padrdo, respectivamente. Os valores, apresentados em bpm, foram medidos no
baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo volémica (t1), 15 minutos apos a
ressuscitacdo volémica (t2) e apds 4 horas de infus@o de salina a 0,9% ou ivabradina (t3).
SHAM, animais sem indug&o de sepse, ressuscitados volemicamente e tratados com salina
a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente e tratados com
salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente com
salina a 0,9% e tratados com ivabradina (n=7). * p <0,05 em compara¢éo ao grupo SHAM, no
mesmo momento de observacdo; T p <0,05 em comparacdo ao grupo CLP-SALINA, no
mesmo momento de observacgao.

Fonte: O autor, 2016.

A frequéncia cardiaca dos animais do grupo SHAM ndo variou de forma

significativa durante o experimento. Nos grupos sépticos (CLP-SALINA e CLP-

IVABRADINA), a inducdo de sepse determinou um aumento estatisticamente

significativo da frequéncia cardiaca em relacéo ao valor basal medido para o grupo

(t1). A ressuscitagdo volémica reduziu momentaneamente a frequéncia cardiaca no

grupo CLP-SALINA (t2; ndo significativo vs. t1). No entanto, a frequéncia cardiaca final

desse grupo foi significativamente maior que o valor basal medido para o grupo (t3).

O tratamento com ivabradina determinou queda expressiva e mantida da frequéncia
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cardiaca, sendo o valor mais baixo observado ap0s a dose bolus (t2). Essa importante
reducdo da frequéncia cardiaca no grupo CLP-IVABRADINA determinou diferenca
estatisticamente significativa entre as frequéncias cardiacas observadas nos dois

grupos sépticos em t2 e t3.

4.3.2 Pressao arterial média

A pressdo arterial média foi medida de forma continua, ndo tendo sido
observadas grandes flutuac@es de seu valor entre os periodos de observacao, ou seja,
a evolucao do valor de um ponto de observacdo ao outro ocorreu de forma gradual.

Os valores de presséao arterial média encontrados sdo apresentados na tabela
4 e no grafico 2. As diferencas intragrupo estatisticamente significativas séo
apresentadas na tabela 4. As diferencas intergrupo estatisticamente significativas, por

momento de observacgéo, sdo apresentadas no grafico 2.

Tabela 4 — Evolucdo da presséao arterial média durante o experimento de acordo com

0 grupo e momento de observacao: andlise intragrupo

Grupo
SHAM CLP-SALINA  CLP-IVABRADINA
Momento de observacao:
t0 109,0+8,2 110,8+10,7 108,3+11,7
t1 102,5+6,2 95,0+9,82 92,545,42
t2 107,5+7,0 99,849,3 86,8+6,02
t3 105,5+9,7 03,2+9,82 91,8+7,82

Legenda: Os valores sdo apresentados em mmHg e representados pela média + DP. As medidas foram
realizadas no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo volémica (t1), 15 minutos
apos a ressuscitacao volémica (t2) e apds 4 horas de infusao de salina a 0,9% ou ivabradina
(t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados volemicamente e tratados com
salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente e tratados
com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente
com salina a 0,9% e tratados com ivabradina (n=7). 2 p <0,05 em compara¢do ao momento
de observacao t0.

Fonte: O autor, 2016.
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Gréfico 2 — Evolucao da pressédo arterial média durante o experimento de acordo com

0 grupo e momento de observacao: andlise intergrupo
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Legenda: Os marcadores e barras de erro inseridos no grafico representam os valores da média e do
desvio padrdo, respectivamente. Os valores, apresentados em mmHg, foram medidos no
baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitagdo volémica (t1), 15 minutos apos a
ressuscitacao volémica (t2) e apds 4 horas de infusdo de salina a 0,9% ou ivabradina (t3).
SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados volemicamente e tratados com salina
a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente e tratados com
salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente com
salina a 0,9% e tratados com ivabradina (n=7). * p <0,05 em compara¢ao ao grupo SHAM, no
mesmo momento de observacdo; T p <0,05 em comparacdo ao grupo CLP-SALINA, no
mesmo momento de observacao.

Fonte: O autor, 2016.

A pressao arterial média dos animais do grupo SHAM né&o variou de forma
significativa durante o experimento. Nos grupos sépticos (CLP-SALINA e CLP-
IVABRADINA), a inducdo de sepse determinou uma reducdo estatisticamente
significativa da pressao arterial média em relacdo ao valor basal medido para o grupo
(t1). A ressuscitacdo volémica elevou momentaneamente a pressao arterial média no
grupo CLP-SALINA (t2; ndo significativo vs. t1). No entanto, a pressao arterial média
final desse grupo foi significativamente menor que o valor basal medido para o grupo

(t3). O tratamento com ivabradina obstou o aumento da pressao arterial média apés a
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ressuscitacdo volémica no grupo CLP-IVABRADINA, o que determinou diferenga
estatisticamente significativa entre as pressodes arteriais médias observadas nos dois

grupos sépticos em t2.

4.4 Variaveis Anatomofuncionais da Microcirculacéo

4.4.1 Densidade capilar funcional

Para fins de estatistica e apresentacdo de resultados dessa variavel foram
utilizados valores percentuais em relagao ao valor basal do grupo. Esses percentuais
séo apresentados na tabela 5 e no gréfico 3.

As diferencas intragrupo estatisticamente significativas sdo apresentadas na
tabela 5. As diferencas intergrupo estatisticamente significativas, por momento de

observacéo, sdo apresentadas no grafico 3.

Tabela 5 — Evolucdo da densidade capilar funcional durante o experimento de acordo

com o grupo e momento de observacao: analise intragrupo

Grupo
SHAM CLP-SALINA  CLP-IVABRADINA
Momento de observacao:
t0 100,0 100,0 100,0
t1 96,5+7,1 82,0+9,62 79,3+7,62
t2 98,4+7,3 81,6+9,82 80,0+6,82
t3 98,4+3,6 71,0+£15,92b 90,5+4,3°

Legenda: Os valores sdo apresentados em % em relacdo ao basal e representados pela média + DP.
As medidas foram realizadas no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo
volémica (t1), 15 minutos apds a ressuscitacdo volémica (t2) e apés 4 horas de infusédo de
salina a 0,9% ou ivabradina (t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados
volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos,
ressuscitados volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA,
animais sépticos, ressuscitados volemicamente com salina a 0,9% e tratados com ivabradina
(n=7). 2 p <0,05 em comparagdo ao momento de observacédo t0; ® p <0,05 em comparagéo ao
momento de observacao t1.

Fonte: O autor, 2016.
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Gréfico 3 — Evolucdo da densidade capilar funcional durante o experimento de acordo

com o grupo e momento de observacédo: analise intergrupo
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Legenda: Os marcadores e barras de erro inseridos no grafico representam os valores da média e do
desvio padréo, respectivamente. Os valores, apresentados em % em rela¢éo ao basal, foram
medidos no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo volémica (t1), 15 minutos
apos a ressuscitacao volémica (t2) e apds 4 horas de infusdo de salina a 0,9% ou ivabradina
(t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados volemicamente e tratados com
salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente e tratados
com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente
com salina a 0,9% e tratados com ivabradina (n=7). * p <0,05 em comparagdo ao grupo
SHAM, no mesmo momento de observagdo; T p <0,05 em comparacdo ao grupo CLP-
SALINA, no mesmo momento de observagao.

Fonte: O autor, 2016.

A densidade capilar funcional dos animais do grupo SHAM n&o variou de forma
significativa durante o experimento. Nos grupos sépticos (CLP-SALINA e CLP-
IVABRADINA), a indugcédo de sepse determinou uma reducdo estatisticamente
significativa da densidade capilar funcional em relacdo ao valor basal medido para o
grupo (t1). A ressuscitacdo volémica ndo determinou alteragcbes significativas na
densidade capilar funcional medida em t2. Em t3, foi observada recuperacdo da
densidade capilar funcional nos animais tratados com ivabradina e piora dessa

variavel naqueles tratados apenas com salina a 0,9%. Esse padrdo de resposta
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determinou diferenga estatisticamente significativa entre as densidades capilares
funcionais observadas nos dois grupos sépticos em t3.

4.4.2 Velocidade média das hemacias nos capilares

Para fins de estatistica e apresentacdo de resultados dessa variavel foram
utilizados valores percentuais em relacao ao valor basal do grupo. Esses percentuais
séo apresentados na tabela 6 e no gréfico 4.

As diferencas intragrupo estatisticamente significativas sdo apresentadas na
tabela 6. As diferencas intergrupo estatisticamente significativas, por momento de

observacéo, sdo apresentadas no gréfico 4.

Tabela 6 — Evolucdo da velocidade média das hemacias nos capilares durante o

experimento de acordo com o grupo e momento de observacao: analise

intragrupo
Grupo
SHAM CLP-SALINA CLP-IVABRADINA
Momento de observacao:
t0 100,0 100,0 100,0
tl 97,945,0 78,1£9,72 76,8+9,1°
t2 103,4+6,2 92,2+11,6 91,0+11,4¢
t3 97,8%+4,9 62,2+14,02 87,0+10,7°

Legenda: Os valores sdo apresentados em % em relacdo ao basal e representados pela média + DP.
As medidas foram realizadas no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo
volémica (t1), 15 minutos apds a ressuscitacdo volémica (t2) e apos 4 horas de infusédo de
salina a 0,9% ou ivabradina (t3). SHAM, animais sem indu¢do de sepse, ressuscitados
volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos,
ressuscitados volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA,
animais sépticos, ressuscitados volemicamente com salina a 0,9% e tratados com ivabradina
(n=7). 2 p <0,05 em comparacéo a qualquer outro momento de observacéo;  p <0,05 em
comparacdo ao momento de observacao t0; ¢ p <0,05 em comparacdo ao momento de
observacéo t1.

Fonte: O autor, 2016.
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Gréfico 4 — Evolucdo da velocidade média das hemacias nos capilares durante o

experimento de acordo com o grupo e momento de observacao: andlise
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Legenda: Os marcadores e barras de erro inseridos no grafico representam os valores da média e do
desvio padréo, respectivamente. Os valores, apresentados em % em relacéo ao basal, foram
medidos no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo volémica (t1), 15 minutos
apos a ressuscitacao volémica (t2) e apds 4 horas de infusdo de salina a 0,9% ou ivabradina
(t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados volemicamente e tratados com
salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente e tratados
com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente
com salina a 0,9% e tratados com ivabradina (n=7). * p <0,05 em comparagdo ao grupo
SHAM, no mesmo momento de observacdo; T p <0,05 em comparacdo ao grupo CLP-
SALINA, no mesmo momento de observagao.

Fonte: O autor, 2016.

A velocidade média das heméacias nos capilares dos animais do grupo SHAM
nao variou de forma significativa durante o experimento. Nos grupos sépticos (CLP-
SALINA e CLP-IVABRADINA), a inducdo de sepse determinou uma reducao
estatisticamente significativa da velocidade média das hemacias nos capilares em
relacdo ao valor basal medido para o grupo (t1). A ressuscita¢do volémica aumentou
de forma estatisticamente significativa a velocidade média das hemacias nos capilares
nos grupos CLP-SALINA e CLP-IVABRADINA (t2). No entanto, a velocidade média
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final das hemécias nos capilares do grupo CLP-SALINA foi significativamente menor
que o valor basal medido para o grupo (t3). Essa reducdo da velocidade média das
hemacias nos capilares em t3 ndo foi observada nos animais tratados com ivabradina
(o valor permaneceu relativamente estavel em relacao aquele observado em t2). Esse
padrao de resposta determinou diferengca estatisticamente significativa entre as
velocidades médias das hemécias nos capilares observadas nos dois grupos sépticos

em t3.

4.4.3 Diametro arteriolar

Para fins de estatistica e apresentacdo de resultados dessa variavel foram
utilizados valores percentuais em relagao ao valor basal do grupo. Esses percentuais
sdo apresentados na tabela 7 e no grafico 5.

As diferencas intragrupo estatisticamente significativas sdo apresentadas na
tabela 7. As diferencas intergrupo estatisticamente significativas, por momento de
observacéo, sdo apresentadas no grafico 5.

Tabela 7 — Evolucdo do diametro arteriolar durante o experimento de acordo com o

grupo e momento de observacao: analise intragrupo

Grupo
SHAM CLP-SALINA CLP-IVABRADINA
Momento de observacao:
t0 100,0 100,0 100,0
tl 99,5+2,4 94,0+10,2 94,9+8,9
t2 105,5+2,6 99,5+10,9 100,5+9,5
t3 102,2+4,7 90,6+7,42 99,3+4,2

Legenda: Os valores sé@o apresentados em % em relacéo ao basal e representados pela média + DP.
As medidas foram realizadas no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo
volémica (t1), 15 minutos apds a ressuscitacdo volémica (t2) e apos 4 horas de infusédo de
salina a 0,9% ou ivabradina (t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados
volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos,
ressuscitados volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA,
animais sépticos, ressuscitados volemicamente com salina a 0,9% e tratados com ivabradina
(n=7). 2 p <0,05 em comparacdo ao momento de observacéo t0.

Fonte: O autor, 2016.
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Gréfico 5 — Evolugéo do diametro arteriolar durante o experimento de acordo com o

grupo e momento de observacao: andlise intergrupo
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Legenda: Os marcadores e barras de erro inseridos no grafico representam os valores da média e do
desvio padréo, respectivamente. Os valores, apresentados em % em relacdo ao basal, foram
medidos no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo volémica (t1), 15 minutos
apos a ressuscitacao volémica (t2) e apds 4 horas de infusdo de salina a 0,9% ou ivabradina
(t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados volemicamente e tratados com
salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente e tratados
com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente
com salina a 0,9% e tratados com ivabradina (n=7). * p <0,05 em comparagdo ao grupo
SHAM, no mesmo momento de observagdo; T p <0,05 em comparacdo ao grupo CLP-
SALINA, no mesmo momento de observagao.

Fonte: O autor, 2016.

O diametro arteriolar dos animais do grupo SHAM néo variou de forma
significativa durante o experimento. Nos grupos sépticos (CLP-SALINA e CLP-
IVABRADINA), a inducdo de sepse determinou uma reducdo néo significativa do
didmetro arteriolar em relagéo ao valor basal medido para o grupo (t1). Assim como
observado no grupo SHAM, a ressuscitacdo volémica aumentou de forma né&o
significativa o diametro arteriolar nos grupos CLP-SALINA e CLP-IVABRADINA (t2).
No entanto, o diametro arteriolar final do grupo CLP-SALINA foi significativamente

menor que o valor basal medido para o grupo (t3). Essa reducao do diametro arteriolar
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em t3 n&o foi observada nos animais tratados com ivabradina (o valor permaneceu
relativamente estavel em relacdo aquele observado em t2). Esse padréo de resposta
determinou diferenca estatisticamente significativa entre os diametros arteriolares

observados nos dois grupos sépticos em t3.

4.4.4 Velocidade de fluxo sanguineo arteriolar

Para fins de estatistica e apresentacdo de resultados dessa variavel foram
utilizados valores percentuais em relacéo ao valor basal do grupo. Esses percentuais
sdo apresentados na tabela 8 e no grafico 6.

As diferengas intragrupo estatisticamente significativas sdo apresentadas na
tabela 8. As diferencas intergrupo estatisticamente significativas, por momento de

observacéo, sdo apresentadas no grafico 6.

Tabela 8 — Evolucdo da velocidade de fluxo sanguineo arteriolar durante o

experimento de acordo com o0 grupo e momento de observagdo: analise

intragrupo
Grupo
SHAM CLP-SALINA  CLP-IVABRADINA
Momento de observacao:
t0 100,0 100,0 100,0
t1 92,1+17,3 69,2+20,52 67,7+20,62
t2 105,7+15,5 89,9+26,6 88,1+26,7
t3 95,3+13,6 67,8+11,72 83,9+13,9

Legenda: Os valores séo apresentados em % em relagdo ao basal e representados pela média + DP.
As medidas foram realizadas no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo
volémica (t1), 15 minutos apds a ressuscitacdo volémica (t2) e apés 4 horas de infusédo de
salina a 0,9% ou ivabradina (t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados
volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos,
ressuscitados volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA,
animais sépticos, ressuscitados volemicamente com salina a 0,9% e tratados com ivabradina
(n=7). 2 p <0,05 em comparacdo ao momento de observagéo t0.

Fonte: O autor, 2016.
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Gréfico 6 — Evolucdo da velocidade de fluxo sanguineo arteriolar durante o
experimento de acordo com o grupo e momento de observacao: andlise

intergrupo
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Legenda: Os marcadores e barras de erro inseridos no grafico representam os valores da média e do
desvio padréo, respectivamente. Os valores, apresentados em % em relagéo ao basal, foram
medidos no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo volémica (t1), 15 minutos
apos a ressuscitagdo volémica (t2) e apds 4 horas de infusdo de salina a 0,9% ou ivabradina
(t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados volemicamente e tratados com
salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente e tratados
com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente
com salina a 0,9% e tratados com ivabradina (n=7). * p <0,05 em comparagdo ao grupo
SHAM, no mesmo momento de observagéo.

Fonte: O autor, 2016.

A velocidade de fluxo sanguineo arteriolar dos animais do grupo SHAM néo
variou de forma significativa durante o experimento. Nos grupos sépticos (CLP-
SALINA e CLP-IVABRADINA), a inducdo de sepse determinou uma reducao
estatisticamente significativa da velocidade de fluxo sanguineo arteriolar em relacéo
ao valor basal medido para o grupo (t1). A ressuscitacdo volémica aumentou a
velocidade de fluxo sanguineo arteriolar nos grupos CLP-SALINA e CLP-
IVABRADINA (t2; ndo significativo vs. t1). No entanto, a velocidade de fluxo sanguineo

arteriolar final do grupo CLP-SALINA foi significativamente menor que o valor basal
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medido para o grupo (t3). Essa reducado da velocidade de fluxo sanguineo arteriolar
em t3 n&o foi observada nos animais tratados com ivabradina (o valor permaneceu
relativamente estavel em relacdo aquele observado em t2). Apesar desse padréao de
resposta, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as velocidades de

fluxo sanguineo arteriolar observadas nos dois grupos sépticos em t3.

4.4.5 Diametro venular

Para fins de estatistica e apresentacdo de resultados dessa variavel foram
utilizados valores percentuais em relacéo ao valor basal do grupo. Esses percentuais
séo apresentados na tabela 9 e no gréfico 7.

As diferengas intragrupo estatisticamente significativas sdo apresentadas na
tabela 9. As diferencas intergrupo estatisticamente significativas, por momento de

observacao, sdo apresentadas no grafico 7.

Tabela 9 — Evolucédo do diametro venular durante o experimento de acordo com o

grupo e momento de observacao: analise intragrupo

Grupo
SHAM CLP-SALINA  CLP-IVABRADINA
Momento de observacao:
t0 100,0 100,0 100,0
t1 97,348,0 89,6+12,2 87,8+11,6
t2 102,3+£10,0 94,5+11,0 91,3+10,0
t3 98,7+7,1 101,7+10,2 88,9+11,2

Legenda: Os valores séo apresentados em % em relagdo ao basal e representados pela média + DP.
As medidas foram realizadas no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitacdo
volémica (t1), 15 minutos ap0ds a ressuscitacdo volémica (t2) e apds 4 horas de infusdo de
salina a 0,9% ou ivabradina (t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados
volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos,
ressuscitados volemicamente e tratados com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA,
animais sépticos, ressuscitados volemicamente com salina a 0,9% e tratados com ivabradina
(n=7).

Fonte: O autor, 2016.
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Gréfico 7 — Evolugdo do didmetro venular durante o experimento de acordo com o

grupo e momento de observacao: analise intergrupo
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Legenda: Os marcadores e barras de erro inseridos no grafico representam os valores da média e do
desvio padréo, respectivamente. Os valores, apresentados em % em relagdo ao basal, foram
medidos no baseline (t0), imediatamente antes da ressuscitagdo volémica (t1), 15 minutos
apos a ressuscitacao volémica (t2) e apds 4 horas de infusdo de salina a 0,9% ou ivabradina
(t3). SHAM, animais sem inducdo de sepse, ressuscitados volemicamente e tratados com
salina a 0,9% (n=7); CLP-SALINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente e tratados
com salina a 0,9% (n=7); CLP-IVABRADINA, animais sépticos, ressuscitados volemicamente
com salina a 0,9% e tratados com ivabradina (n=7). T p <0,05 em comparacéo ao grupo CLP-
SALINA, no mesmo momento de observagao.

Fonte: O autor, 2016.

O diametro venular dos animais do grupo SHAM nao variou de forma
significativa durante o experimento. Nos grupos seépticos (CLP-SALINA e CLP-
IVABRADINA), a inducdo de sepse determinou uma reducdo néo significativa do
didmetro venular em relacdo ao valor basal medido para o grupo (t1). Assim como
observado no grupo SHAM, a ressuscitacdo volémica aumentou de forma né&o
significativa o diametro venular nos grupos CLP-SALINA e CLP-IVABRADINA (t2). Em
t3, foi observado no grupo CLP-SALINA um diametro venular final maior que o valor
medido para o grupo em t2 (diferenca intragrupo nao significativa vs. t2). Esse

aumento do diametro venular em t3 ndo foi observado nos animais tratados com
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ivabradina (o valor permaneceu relativamente estavel em relacdo aquele observado
em t2). Esse padréo de resposta determinou diferenca estatisticamente significativa

entre os diametros venulares observados nos dois grupos sépticos em t3.

4.5 Analises Laboratoriais do Sangue Arterial

4 5.1 Gasometria arterial e lactato

Os resultados das andlises laboratoriais referentes a gasometria arterial e
lactato e as diferencas intergrupo estatisticamente significativas sdo apresentados na
tabela 10.

Comparando-se o grupo SHAM com o grupo CLP-CONTROLE, observou-se
gue a inducao de s