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RESUMO

CAMBOIM, Ana Olimpia Maia dos Santos. Efeitos macrovasculares, microvasculares e
interacdo leucdcito-endotélio, na endotoxemia experimental apds o uso de Dobutamina com e
sem ressuscitacdo volémica. 2012. 75 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2012.

Na sepse, 0 mecanismo desencadeador de morte é a disfuncdo multipla de 6rgéos e
sistemas. Com isso a microcirculacdo é considerada o motor na patogénese da sepse. A
perfusdo microcirculatoria representa um dos principais objetivos para melhorar as taxas de
sobrevida. Uma vez reconhecida a sindrome séptica, o protocolo clinico estabelece o uso de
fluidoterapia com salina, de forma vigorosa na primeira hora e seguida de suporte inotropico
com Dobutamina. A partir dai foi levantada a hip6tese das drogas [-agonistas serem
relevantes na recuperacdo da microcirculacdo, antes mesmo de seu conhecido papel na
recuperacdo do choque cardiogénico. Assim, estudar o papel da Dobutamina, um [-agonista,
na resposta adrenérgica em situacao de sepse se faz necessario e urgente e o entendimento de
sua a¢do, associada a reposicdo volémica, foi objeto deste estudo. Foram usados no presente
estudo, 78 hamsters, induzida a endotoxemia com LPS (2mg/kg/de massa de peso corporal) e
divididos em 9 grupos: controle (n=10), endotdxico(n=10), endotdxico tratados com
Dobutamina na dose de 5 e 15 ug /kg/min (n=10), Isoproterenol(n=10), ressuscitacdo
volémica (n=10) e ressuscitacdo volémica associada & Dobutamina 5 (n=10) e 15 pg/kg/min
(n=4) e Isoproterenol (n=4). Foram comparados os resultados de recuperacdo da densidade
capilar funcional ao longo do tempo entre 0s grupos, e obteve-se resultado estatisticamente
significativo no grupo em que se usa Dobutamina de 5ug/kg/min associada a ressuscitacdo
volémica p< 0,05. Em conclusdo este estudo mostra que o papel da ressuscitacdo volémica é
crucial na resposta da microcirculacdo para melhorar a densidade capilar funcional, que a
velocidade da hemécia capilar tem relacdo direta com a melhora na perfusdo tecidual e que a
associacdo de recuperacdo volémica com solucdo salina e Dobutamina na dose de 5 ug /kg
/min melhora significativamente sua resposta e melhora a perfuséo.

Palavras Chave: Sepse. Dobutamina. Microcirculagdo. Densidade Capilar Funcional.



ABSTRACT

During sepsis the mechanism responsible for death is multiple dysfunctions of
organs and systems and therefore the microcirculation is considered the motor in the
pathogenesis of sepsis and microcirculatory perfusion represents one of the main
objectives to improve survival rate. Once one recognizes the septic syndrome, the
clinical protocol establishes the use of fluid therapy with physiological saline, in a
vigorous way, in the first hour followed by inotropic support with dobutamine. With
these facts in mind, our hypothesis is that [-agonist drugs are relevant for
microcirculatory recuperation, even before their role was known in the recuperation of
cardiogenic shock. In this way, to study the role of dobutamine, a B-agonist, in the
adrenergic response in sepsis is needed and urgent. The understanding of its action
associated to volume resuscitation was the aim of our study. Seventy-eight male
hamsters were used in our study, endotoxemia being induced with LPS (2 mg/kg body
weight), divided in 9 groups: control (n=10), endotoxic (n=10), endotoxic treated with
dobutamine in the concentrations of 5 and 15 pg/kg/min (n=10, each), isoproterenol
(n=10), volume resuscitation associated to dobutamine 5 pg/kg/min (n=10), 15
ug/kg/min (n=4), isoproterenol (n=4) or not (n=10). The microcirculation was observed
in the dorsal window chamber and the results compared the recuperation of function
capillary density with time and the group treated with dobutamine 5 pg/kg/min
associated to volume resuscitation showed a statistically significant improvement
(p<0.05) of it. In conclusion, this study has shown that volume resuscitation plays a
crucial role in the microcirculatory response in terms of improvement of functional
capillary density, the velocity of red blood cells in the capillary has a direct relationship
with the improvement of tissue perfusion and the association of volume resuscitation
with physiological saline and dobutamine 5 pg/kg/min elicits a significant amelioration
of perfusion.

Keywords: Sepsis. Dobutamine. Microcirculation. Hamster window chamber.
Functional capillary density.
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INTRODUCAO

Entender a sepse com suas complicacfes € um dos grandes desafios da medicina
contemporanea. Aproximadamente 700.000 pacientes sdo afetados anualmente, causando um
imenso custo ao sistema de salide. E a terceira maior causa de Obito relatado na literatura,
responde por 9,3% das mortes por ano nos Estados Unidos da América do Norte, e a principal
causa de internacdo em UTI (Unidade de Tratamento Intensivo) em todo o mundo. A taxa de
mortalidade da sepse varia entre 30 a 70%, e vem se mantendo inalterada ha duas décadas,
apesar de extensivos e numerosos estudos esclarecedores de sua fisiopatologia e dos avangos
terapéuticos (Angus et al 2001, Martin et al 2003, Silva et al 2004 e Danai and Martin, 2005).

Na evolucdo da sepse, tem sido atribuida como mecanismo desencadeador de morte a
disfuncdo multipla de 6rgédos e sistemas, relacionada a incapacidade de oferta, inabilidade de
captacdo e mau aproveitamento do oxigénio pela célula (Sakr et al 2004). Estes fenébmenos
tém estreita relacdo com as alteracbes macrovasculares, porem, principalmente com as
microvasculares gque as precedem. O comportamento adaptativo observado advém da resposta
inflamatdria que se segue ao insulto séptico, com isso, a microcirculacdo é considerada o
motor na patogénese da sepse (De Backer et al 2002, Spronk et al 2002, Bateman et al 2003,
Can Ince 2005 e Trzeciak et al 2007).

Atualmente, a definicdo da sepse, do ponto de vista fisiopatoldgico, tem sido discutida
e aceita como a resposta inflamatoria sistémica (sindrome da resposta inflamatdria sistémica —
SIRS) desencadeada por um estimulo infeccioso, que culmina com a apoptose celular. Este
fendmeno esta relacionado a oferta inadequada ou mau aproveitamento do oxigénio que chega
a célula (Bateman et al 2003).

As alteracdes microcirculatorias descritas na sepse, obedecem como resposta inicial a
lei de oferta direcionada pela demanda, e 0 oxigénio inicialmente é supra ofertado ao tecido, e
este em ultima analise faz mau aproveitamento deste oxigénio. O mecanismos iniciais estao
caracterizados por uma resposta dindmica arteriolar, vasoconstriccdo e/ou vasodilatacdo em
que esta alteracdo da motricidade arteriolar, tanto se da por resposta autonémica neural como
quimica (Fink 2002). O desarranjo destes fendbmenos leva a redugdo no nimero de capilares
funcionantes (Farquhar et al 1996, Santos et al 2011), obstrugdo venular secundaria ao
sequestro de leucdcitos, ativacdo da cascata de coagulacdo (Luch and Kvietys, 2000) e
alteracdo de permeabilidade, com consequente perda de liquido para intersticio (Cerwinka et

al 2003). A alteracdo da permeabilidade tem contribuido para aumento de viscosidade
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microvascular com consequente perda de velocidade capilar (Jung et al 2011, Vilella et al
2009).

As respostas observadas estdo ligadas a liberacdo de citocinas, complementos e outras
proteinas: interleucina 1, interleucina 5, interleucina 8, TNF-a (fator de necrose tumoral alfa),
NO (6xido nitrico), PAF (fator de ativacdo plaquetaria) e mais tardiamente a HMGB1 (high-
mobility group box) (Wang et al 2001). Esta disfuncdo microcirculatoria se apresenta em
diversos tecidos de forma bastante heterogénea, ligando-se aos receptores celulares e
desencadeando uma série de respostas quimicas com consequéncias fisiopatologicas levando
ao hipofluxo capilar, oferta inadequada e utilizacdo de substratos, tais como glicose e
oxigénio, e baixo “clearance” metabolico (Ellis et al 2002). Outra caracteristica descrita é a
perda da capacidade de producdo de ATP, relacionada a alteracdes diretas na funcéo
mitocondrial, que levam a necrose tecidual por apoptose celular (Spronk 2004,Ulloa and
Tracey 2005, Fink 2002).

Estudos especulam que as alteragdes de balango entre respostas pro-inflamatérias e
anti-inflamatorias sdo os grandes responsaveis pelo curso descontrolado desta resposta e
levam ao total desarranjo tecidual com grande envolvimento da microcirculacdo (Netea et al
2003).

Diversos ensaios clinicos tem apresentado a melhora da sobrevida na sepse, quando se
inicia a ressuscitacdo volémica nas primeiras seis horas pos-insulto, com relatos de melhora
na perfusdo microcirculatéria, mesmo que de forma indireta (Rivers et al 2001, Bozza et al
2010, Tzerciak et al 2006, Jones et al 2007, Huang et al 2007 e Rivers et al 2008). Esta
mesma observacdo foi feita em estudo da endotoxemia experimental em hamster, que ap6s o
uso de solucdo salina em altos volumes na fase inicial endotdxica apresenta melhora na
perfusdo capilar associada a melhora na sobrevida (Santos et al 2011). Todos estes dados
corroboram o papel que a perfusdo microcirculatéria tem no desenrolar da sepse, € que sua
recuperacao representa um dos principais mecanismos para melhorar as taxas de sobrevida.

Para isso, o diagnostico precoce se impde de forma soberana, e para que seja mais
facilmente feito, exige o pronto reconhecimento da sindrome séptica e um acompanhamento
efetivo da resposta macro e microhemodindmica ao tratamento a ser estabelecido (De Backer
et al 2011).

Ainda em relacdo a sepse, em reunido de consenso, sempre objetivando o
reconhecimento precoce e a uniformizacdo de avaliacdo, foi estabelecido como definicéo
clinica: a presenca de taquicardia, febre ou hipotermia, leucocitose ou leucopenia com

alteracdo de disfuncdo de um ou mais 6rgédos, o que permitiria a sua classificagdo em sepse,
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sepse severa e choque séptico (Levy et al 2003, Goldstein et al 2005, Calandra and Cohen
2005). A abordagem precoce e otimizacdo do fluxo sanguineo na microcirculagdo tém sido
um grande desafio para 0 médico a beira do leito.

Uma vez reconhecida a sindrome séptica, diversos protocolos clinicos tém sido feitos,
objetivando a avaliacdo da recuperacdo do fluxo microcirculatorio. Alguns tém usado a
avaliacdo indireta da disfuncdo microcirculatoria, pela dosagem de lactato, saturacdo venosa
central de oxigénio, medidas de pH sublingual e gastrico, associado a parametros
macrohemodindmicos, tais como pressdo arterial, frequéncia cardiaca, medidas de débito
cardiaco e guiando as condutas terapéuticas especificas, com objetivo de melhorar a perfusdo
dos tecidos, ou seja, a fungdo microcirculatéria (Backer et al 2010, Verdant et al 2009).

Muito embora os modelos para estudos experimentais ja estejam bem estabelecidos,
com a microscopia intravital representando o padrdo ouro, o0s estudos clinicos estdo se
iniciando e o estudo do comportamento da microcirculacdo de forma direta e dinamica e em
todos os seus segmentos tem sido um desafio constante.

A abordagem precoce com fluidoterapia de solucéo salina, de forma vigorosa na primeira
hora e seguida de suporte inotropico com dobutamina e/ou dopamina, esta segunda droga na
sepse da crianca, associado ou ndo a drogas vasopressoras foi estabelecido no ultimo
consenso para manutencdo de fluxo macrovascular e prejuizos minimos ao fluxo
microvascular. Estas medidas estdo associada a queda na taxa de mortalidade (Trzeciak et al
2008).

Com o maior dominio de técnicas e aparelhos que permitem a avaliacdo por
visualizacdo direta da microcirculagdo a beira do leito, como, por exemplo, o OPS
(Espectroscopia Polarizada Ortogonal) ou o SDF (Sidestream Dark Field) que se
desenvolveram nesta Ultima década (Boerma et al 2005, Cerny et al 2007, Goedhart et al
2007, Verdan 2009). Estes métodos avaliam a microcirculacdo, a beira do leito, de forma nédo
invasiva e tem sido utilizado em trabalhos experimentais (Salgado et al,2011). Sdo métodos ja
validados ha aproximadamente 10 anos e através da diferenga de refracdo da luz pela
hemoglobina é possivel ver a hemécia que circula em determinado tecido. Esta imagem é
dindmica e pode ser medida através de software proprio, a densidade capilar funcional assim
como a heterogeneidade de fluxo. Diversos autores tem utilizado este método para avaliar
tanto o comportamento fisiologico da microcirculacdo na doenca como nas respostas
terapéuticas. Outros métodos de avaliacdo indireta ndo invasiva de funcdo endotelial, como o
da espectroscopia tecidual por raios infravermelho (NIRS) (Backer et al 2010), permitem o

estudo de perfusdo do tecido e sua capacidade de reperfusdo. Este ultimo, se da atraves de
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raios infravermelhos que pela refragcdo na hemoglobina saturada com oxigénio que chega ao
tecido, com massa conhecida e a velocidade de reperfusdo pos isquemia local; avalia de forma
indireta a presenca ou ndo de lesdo endotelial . Alguns estudos tém avaliado as diversas
terapéuticas na resposta efetiva da recuperacdo microcirculatéria através destes métodos, e
demonstraram que as suas alteracfes precedem as alteragdes macrocirculatdrias (Spronk et al
2004).

Um relevante estudo, realizado por De Backer e seus colaboradores, avalia a
participacdo da dobutamina como droga efetiva, dose-dependente, na melhoria microvascular
sem a participacdo da resposta macrovascular, através da observacdo na microcirculagéo
sublingual por OPS (Backer et al 2006).

A partir dai, foi levantada a hipotese de ser as drogas beta agonistas relevantes na
recuperacdo da microcirculacdo, antes mesmo de seu conhecido papel na recuperacdo do
choque cardiogénico. Anteriormente Kumar e seus colaboradores colocaram as catecolaminas
como marcador progndstico na sepse. Os autores observaram que em uma relacdo direta de
melhor progndstico, nos pacientes que foram capazes de ter uma boa resposta hemodinamica.
Observaram esta resposta comparando a recuperacdo do trabalho ventricular ao uso de
catecolaminas e menor mortalidade naqueles que foram capazes de aumentar a resposta com o
uso de dobutamina (Kumar, 2008). Tais estudos ainda carecem de melhor avaliacdo clinica
para confirmacdo. A dobutamina, porém, tem se mostrado uma droga promissora, na dose de
5ug/kg/min para uso em situacdo de ma perfusdo tecidual. Em recente estudo experimental
Nacul e seus colaboradores demonstraram que independente da associa¢do com norepinefrina,
a dobutamina foi capaz de melhorar a densidade capilar funcional em mesentério de ratos
endotdxicos (Nacul et al 2010). Observacdo interessante foi também realizada por Holt e
colaboradores, em porcos com chogue endotdxico, 0 uso de apenas dobutamina foi incapaz de
recuperar o debito cardiaco e o fluxo mesentérico, mesmo em associacdo com doses
fisiologicas de vasopressina, corroborando que a resisténcia aos receptores [3-adrenérgicos no

choque endotoxico, € um marcador progndstico na resposta ao tratamento (Holt 2011).

Mas que mecanismos estariam envolvidos neste comportamento observado nos f-
agonistas? Teria realmente impacto na taxa de mortalidade? E a resposta hemodinamica a
dobutamina, realmente pode ser considerado um marcador progndstico no paciente séptico?
Estariam essas respostas associadas a estimula¢do de receptores B nesses pacientes? Estas

afirmativas ainda necessitam de demonstragéo.
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Quanto a reposi¢do volémica vigorosa na primeira hora de abordagem da sepse, com
solucdo salina, o seu uso baseado é em evidéncias: Rivers em um grande ensaio clinico
demonstra queda na taxa de mortalidade, 20 a 30% em média em adultos comparado a taxas
de 50% naqueles que ndo tiveram a abordagem na primeira hora de choque séptico (Rivers et
al 2001), Estes dados foram confirmados por Spronk em outro ensaio realizado alguns anos
apos (Spronk et al 2004). Apesar de seu uso ja estabelecido rotineiramente na clinica, o seu
mecanismo de acdo e melhora de resposta microhemodinamica também carece de maiores
esclarecimentos. O uso de solugdes cristaloides associadas ou ndo a coloides tem sido objeto
de diversos estudos, discussdes e controvérsias, mas tem se visto que tanto uma como outra
solucdo leva a melhora na perfusdo tecidual imediatamente apds seu uso, com discutidos
resultados prognosticos (Holbeck and Grande 2000, Sandrock and Albertson 2010).

Qual a melhor abordagem terapéutica para sepse que verdadeiramente poderia impactar
em resultados quanto a sua morbimortalidade?

Sao questdes sem resposta e que geram controvérsias ha décadas.
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1 REVISAO TEORICA

1.1 Microcirculacao e sepse

1.1.1 Microcirculacdo na distribuicdo do fluxo sanguineo

A manutencdo da oferta de oxigénio as células, para satisfazer a persistente demanda
metabolica, € uma funcéo crucial do sistema cardiorrespiratorio. Em condi¢es normais, essa
oferta de oxigénio é controlada pela taxa metabdlica celular denominada “oferta direcionada
pela demanda” (Shepard 1973). Esta descricdo foi estabelecida em 1919 por Krogh em
estudos de musculos que estabelece que o capilar oferta oxigénio de forma cilindrica, ao
tecido a sua volta por difusdo passiva (Krogh 1919). Hoje se sabe que este processo segue as
seguintes etapas: inicialmente, o oxigénio é captado da atmosfera, difunde-se do espaco
alveolar para o sangue capilar onde é transportado ligado a hemoglobina e, uma pequena
parte, dissolvido no plasma e, finalmente, distribuido aos tecidos na microcirculacdo. O
oxigénio € liberado da hemoglobina, difunde-se do espaco intravascular para o espaco
intracelular. Se aceita que esta liberagdo esta restrita aos capilares, apesar de alguns trabalhos
mostrarem que o0 sangue arteriolar que chega ao leito capilar ja perdeu 20% de saturacdo da
hemoglobina e especula-se que este oxigénio foi liberado ainda dentro do leito vascular para
consumo de células epiteliais que formam as paredes destes vasos (Tsai et al 2004). Mas é
sabido que sua difusdo aos tecidos se da apenas no leito capilar através da exposicdo da
hemoglobina carreada pelo eritrécito. Para haver liberacdo efetiva de oxigénio tem que haver
fluxo no capilar, onde é utilizado para manter as func@es vitais em nivel celular. Estas etapas
podem ser interrompidas em qualquer nivel e o perfeito entendimento dos processos
fisiopatoldgicos, que podem ai interagir, é fundamental para a correta interpretacdo de
achados clinicos e laboratoriais existentes, por exemplo, na resposta inflamatdria.( Ellis et al
2002)

Assim, o fluxo sanguineo que chega aos tecidos, atraves da microcirculacéo e que
por ela passa, levando os substratos metabdlicos, é o que determina a vida tecidual. Entéo,
conclui-se que o oxigénio ofertado ao tecido tem que passar pela microcirculacéo para que
possa haver aproveitamento e quando isto ndo ocorre temos a chamada comunicagao
arteriovenosas ("'shunt") que desempenha um papel importante na fisiopatologia da sepse e

do choque séptico (Fagrell and Intaglietta 1997).
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1.1.2 Visao anatdbmica da microcirculacio

Revendo a microcirculacdo sob o ponto de vista anatdbmico, sabe-se que a mesma integra
0 sistema cardiovascular, sendo compostas por arteriolas, metarteriolas, capilares, vénulas,
comunicagOes arteriovenosas, sistema linfatico e estruturas perivasais, imersos na substancia
fundamental, chamada fluido intersticial (Guyton 2011).

A microcirculacdo atende as exigéncias metabdlicas de todo o organismo, por
desempenhar funcdes especificas que permitem ajustes circulatorios indispensaveis ao
funcionamento adequado de cada 6rgdo ou tecido (Aires 2008 e Guyton, 2011).

O leito microcirculatério € composto por vasos sanguineos com diametro médio
inferior a 100 um. Chambers e Zweifach, em 1946, propuseram uma classificacdo baseada em
dados histomorfoldgicos da microcirculacdo: as artérias terminais compostas por uma camada
de endotélio, uma lamina elastica interna e um envoltoério com pelo menos duas camadas
continuas de musculo liso, 0os ramos seguintes sdo as arteriolas que apresentam uma camada
Unica continua de células musculares lisas. As ramificacOes das arteriolas — as meta-arteriolas
- possuem uma camada descontinua de células musculares lisas. A inervacdo simpatica
vasoconstrictora estende-se, na maioria dos casos, até as arteriolas, mas ocasionalmente é
encontrada também nas meta-arteriolas. O leito capilar origina-se nas meta-arteriolas e, em
muitos tecidos, na sua origem existe um envoltdrio de células musculares lisas, o esfincter
pré-capilar (Aires, 2008 e Guyton, 2011). Normalmente, as meta-arteriolas e os esfincteres
pré-capilares ndo sdo inervados, e seu controle é feito por produtos do metabolismo liberados
por tecidos circunjacentes, por exemplo, a hipoxia provoca vasodilatacdo com consequente

aumento do fluxo sanguineo e do aporte de oxigénio local (Guyton, 2011).

1.1.3 Visao fisiolégica da microcirculacio capilar

Os capilares formam redes ricamente anastomosadas e podem ser divididos em
arteriais e venosos, dependendo da sua proximidade a meta-arteriola ou a vénula coletora

(vénula pericitica e vénula muscular). Sua parede € formada por duas a trés células apoiadas
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sobre a lamina basal e fixadas umas as outras por zbnulas de oclusdo e aderéncia.
Dependendo da continuidade de sua parede, dividem-se em 3 tipos: capilares continuos (com
parede continua), fenestrados (com orificios transcelulares obstruidos por um diafragma) e
sinusoidais (com revestimento descontinuo, poroso e trajeto tortuoso). Ao longo dos capilares,
em diversos locais, existem células mesenquimatosas denominadas adventicias ou pericitos
que tém a capacidade de originar outras células mesenquimatosas, inclusive musculares lisas.
A rede capilar venosa forma canais confluentes que eventualmente estdo envolvidos por
tecido conjuntivo, as vénulas ndo musculares. Mais adiante as células musculares lisas
aparecem na parede das vénulas musculares, e nas mais calibrosas sdo observadas varias
camadas de musculo liso. De um modo geral, as veias e vénulas musculares possuem
inervacao simpatica vasoconstrictora esparsa (Guyton 2011).

Assim, o leito microvascular divide-se em trés segmentos com fungées especificas: 1-
vasos de resisténcia, que controlam o fluxo de sangue aos érgdos e tecidos, as arteriolas,
meta-arteriolas e os esfincteres pré-capilares; 2- vasos de troca, os capilares; 3- vasos
reservatorio de volume, chamados de sistema de capacitancia, as vénulas.

Os capilares linfaticos também pertencem a microcirculacdo. Sdo morfologicamente
distintos dos vasos arteriais e venosos, pois terminam em sacos cegos no tecido conjuntivo,
sua largura pode atingir 30 um e sua espessura é de apenas 2 a 10 um.

Para regulacdo do fluxo sanguineo capilar, as arteriolas e meta-arteriolas possuem
vaso motricidade, alternando espontaneamente vasoconstric¢do e vasodilatacdo. A duragédo do
periodo de vaso motricidade depende de diversos fatores, como acumulo de produtos do
metabolismo, temperatura e pressao transmural. As meta-arteriolas participam ativamente da
regulacdo da circulacdo capilar, contraindo sua musculatura lisa. O fluxo sanguineo capilar é
dependente da contracdo das meta-arteriolas, dos esfincteres pré-capilares e das anastomoses
arteriovenosas (Guyton, 2011).

Finalmente, em relacdo aos capilares, eles sdo formados por uma camada de células
endoteliais e de membrana basal envolvida por fina rede de fibras colagenas com diametro
médio de 4 a 10 um. A superficie capilar no homem adulto € de cerca de 6000 m? e seu
diametro total é cerca de 800 vezes maior que o da aorta. O fluxo capilar é lento, em torno de
0,3 mm/s, o que facilita a troca entre o sangue e 0s tecidos (Guyton 2011).

A regulacdo do fluxo de sangue na microcirculagdo depende, aléem da vaso-
motricidade arteriolar, da deformabilidade da hemécia, dos elementos figurados do sangue, e
da viscosidade plasmatica, o que permite um fluxo laminar até as pequenas artérias. A

plasticidade (deformabilidade) das hemacias permite que elas alterem sua forma arredondada,
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tornando-se conicas, a fim de deslizar ao longo do capilar, que possui menor diametro. Outro
fator importante € a viscosidade plasmatica que depende principalmente do teor de proteinas
de alto peso molecular e do grau de hidratacdo. Portanto, os maiores determinantes do fluxo
sanguineo sdo de forma direta, resisténcia vascular periférica e gradiente de pressao, como
definido pela equagdo de Poiseuille em que Q= w.AP.r* /8n.l onde, Q-Fluxo, r—raio do vaso,
AP — gradiente de pressdo, m-viscosidade, I-comprimento do vaso e de forma inversamente
proporcional ao comprimento do vaso e viscosidade do sangue. Reforcamos com isso ser o
fluxo sanguineo determinado pela pressdo arterial, uma vez que a pressao venosa é proxima
de zero, viscosidade do sangue e tonus vascular (Guyton 2011).

Um dos principais determinantes da viscosidade é o hematocrito. Pode-se alterar a
viscosidade diminuindo (hemodiluicdo) ou aumentando (hemoconcentracdo) o hematocrito.
Portanto o hematdcrito 6timo para cada 6rgao pode ser extremamente variavel (Fan et al
1980) e 0 hematdcrito capilar é de suma importancia na determinacdo do fluxo e, portanto das
trocas (Fagrell et al 1980 e Ellis et al 1984).

1.1.4 Visao fisioldgica da microcirculacdo arteriolar

O tbnus arteriolar representa o maior determinante da resisténcia vascular. Alteractes
do tébnus podem ter importante impacto sobre o fluxo sanguineo regional, & medida que a
resisténcia periférica é, primariamente, dependente do raio do vaso (ver equacdo anterior). O
fluxo sanguineo regional é autorregulado por pequenas mudancas na pressao de perfusédo. Esta
auto-regulacdo é dependente de varios fatores. Tradicionalmente, fatores metabolicos e
miogénicos parecem controlar o tbnus vascular arteriolar. O fator miogénico (tensdo
produzida em resposta a um aumento do estiramento da parede vascular) pode aumentar,
diretamente, por um aumento na pressdo venosa, ambos resultando na diminuicdo do fluxo
sanguineo arteriolar. Fatores metabdlicos relacionam demanda, transporte e oferta de
oxigénio. Produtos do metabolismo atuam como vasodilatadores locais, aumentando o fluxo

proporcional a taxa metabdlica. Adenosina, prostaglandinas, lactato, ions hidrogénio,
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potassio, O, e CO, tém sido identificados como fatores metabdlicos importantes para a
regulacdo. Dados recentes mostram o papel crucial do endotélio vascular e, mais
especificamente, seus produtos (6xido nitrico, fator hiperpolarizante e prostaciclina) na
regulacdo da DO, (oferta de O,) (Vallet 2002 e 2003).

1.1.5 A microcirculacdo e a liberacdo do oxigénio ao tecido

A liberacdo do oxigénio para a célula, parece ter estreita relacdo com os eritrécitos que
deixam assim de ser meras células sem nucleos carregadoras de hemoglobina e passam a ter
vital papel na liberagdo de oxigénio. Ap6s aumento da demanda de um leito capilar, a
hemoglobina chega ao final do capilar com baixa saturagdo de oxigénio, e esta “hipdxia” leva
a estimulos de receptores B na parede do eritrocito que ativa a adenilciclase liberando ATP.
Este ATP liga-se a receptores purinérgicos localizados nas células endoteliais da parede
arteriolar local, levando a vasodilatacdo. Esta vasodilatacdo aumentaria a velocidade do fluxo
arteriolar local, levando em consideracdo que os leitos capilares subjacentes estdo com
diametro menor, aumentando a forca de cisalhnamento que per se leva ao aumento na producéo
de oxido nitrico (NO) e contribui para um maior aumento da vasodilatacdo local. Este mesmo
Oxido nitrico funcionaria como “feedback™ negativo pois ao se ligar aos receptores B dos
eritrécitos diminuiria o estimulo a producdo de ATP local. Outro papel descrito com grande
participacdo do NO local na regulacdo e maior afluxo de sangue, é a sua efetiva acdo na
diminuicdo da agregacdo plaquetéria, induzida pela acdo de citocinas liberadas também pelo
endotélio apos agressdo local, permitindo uma maior liberacdo do fluxo sanguineo atravées da
vénula local. O perfeito funcionamento e equilibrio entre essas forcas permitiriam um maior
afluxo de sangue sem descontrole microvascular. (Can Ince 2005, Dietrich et al 2000 e
Ellsworth et al 2009)

1.1.6 A microcirculacdo e o endotélio vascular

O endotélio desempenha um papel fundamental na regulacdo do tdnus vasomotor
através da sintese e liberacdo de vasodilatadores como NO, prostaciclina, fator
hiperpolarizante derivado do endotélio, e de substancias vasoconstrictoras como a endotelina-
1, tromboxano A,, prostaglandina H,, anions superdxido e o fator de agregacdo plaquetaria.

Temos entéo, que a célula endotelial sintetiza e libera substancias vasoativas que controlam o
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relaxamento e a contracdo, a trombogénese e a fibrindlise, a ativacao e inibicdo plaquetérias e
a adesdo dos leucdcitos. O endotélio ainda desempenha outras fungdes fisiologicas e
patoldgicas que sdo: barreira de permeabilidade seletiva, transporte capilar de agua e soluto,
regulacdo de lipidios plasmaticos, participacdo no crescimento e proliferacdo celular,
angiogénese, regulacdo das respostas imune e inflamatoria. A leséo ou ativacdo das células
endoteliais, em resposta a diversos fatores patoldgicos altera os mecanismos regulatorios
normais, que resultam em disfuncdo endotelial com efetiva acdo na fisiopatologia da sepse
(Rubanyi 1993, Vallet 2003, Wiel al 2005).

Em resumo, o oxigénio é ofertado a microcirculacdo ligado & hemoglobina. Apds sua
dissociacédo, o oxigénio se difunde da membrana eritrocitaria ao plasma e, subsequentemente,
para o interior do citosol celular. O gradiente da PO2 (pressao parcial de oxigénio) determina
a "forca" da difusdo. A hemoglobina desempenha um papel importante na manutencdo de um
gradiente constante de PO2 para a difusdo. De uma forma simplista, a diminui¢do dos niveis
de hemoglobina pode comprometer a DO,. Além disso, um aumento no espago entre a
hemoglobina e a mitocondria da célula pode também limitar o fluxo de oxigénio. Este espaco
é constituido de plasma, endotélio, intersticio e citosol. O transporte de oxigénio neste espaco
é destituido de qualquer carreador, ocorrendo apenas por difusdo. Finalmente, o oxigénio se
difunde na membrana mitocondrial até o local onde serd utilizado (cadeia respiratoria
localizada na membrana interna mitocondrial) vindo a participar efetivamente do ciclo de
Krebs e levando a producdo de energia aerdbica para células e tecidos( Ellis 2002).

Em geral, se aceita que a manutencdo de um nivel adequado de DO, é uma importante
meta terapéutica no manejo de pacientes sépticos. Porém, ha muita controvérsia sobre como
definir e monitorar corretamente esta adequacdo da DO, na sepse. Outra questdo pendente é
aquela relacionada a hipotese de que a hipdxia tecidual seria a causa da disfuncdo organica

associada a sepse. Esta hipdtese é atrativa, porém de dificil suporte.

1.1.7 Microcirculacdo na fisiopatologia da sepse

Em interessante revisdo, utilizando também dados préprios, Hotchkiss e Karl
apresentaram varios dados contrarios a presenca de hipoxia tecidual durante o curso clinico da
sepse (Hotchkiss and Karl 1992 e 2004). Os ultimos trinta anos tém servido a controvérsias e
teorias sobre tais mecanismos, sem ainda uma clara explicacdo para o que existe dentro da

“caixa preta” chamada microcirculagdo que nos permitiria entender o que existe de concreto
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entre 0 nosso sistema arterial que leva o oxigénio a célula, e o sistema venoso de capacitancia
que carrearia 0s produtos ndo aproveitados.

Alguns mecanismos fisiopatoldgicos tém sido apresentados para explicar as alteracdes
do metabolismo do oxigénio na sepse:

- distribuicdo alterada do débito cardiaco: alteragdes na distribuicdo do fluxo
sanguineo regional tém sido extensivamente investigadas em modelos experimentais de
choque séptico e demonstradas também em estudos em humanos (Ruokonen et al 1993,
Anning et al 1999, Klijn et al 2008). Estes estudos procuram demonstrar que a distribui¢do do
fluxo sanguineo poderia acarretar hipoperfusdo relativa a demanda metabdlica, em alguns
6rgdos ou tecidos;

- defeitos na utilizacdo do oxigénio pelos tecidos: esta alteracdo fisiopatoldgica,
caracteristica da sepse, poderia ser explicada pela presenca de comunicagfes arteriovenosas,
pela diminuicdo da capacidade de difuséo e da captacdo de oxigénio, e por anormalidades
microvasculares, tais como micro embolizacGes, lesdo de célula endotelial, alteracdes na auto-
regulacdo dos vasos ou seja na capacidade de fazer vasoconstriccdo e vasodilatacdo
dependendo da demanda do tecido, e uma utilizacdo defeituosa do oxigénio pelas células pela
disfuncdo mitocondrial ou na capacidade de deformabilidade da hemécia, o que impediria a
liberacdo do oxigénio local pela hemoglobina (Vallet 1998 e 2003, Ince and Sinaasappel
1999).

No entanto, devemos atentar para o fato que o comportamento da oferta e do consumo
de oxigénio e, por consequéncia, da hipdxia tecidual é extremamente varidvel com o decorrer
da evolucao clinica do paciente. Apds 30 anos de discussdes e controvérsias sabe-se hoje que
0 oxigénio na sepse é mal aproveitado apesar de sua oferta supranormal nesta situacao.

- Atualmente destaca-se que 0 mau aproveitamento relacionado a presenca de citocinas
e proteinas que se ligando a receptores mitocondriais, citocromo P450, precipitam a apoptose
celular por hipdxia relativa, assim como uma resisténcia celular & acdo da insulina que
diminuiria o aproveitamento da glicose pela célula como fonte de energia. S&o tantos e
inimeros 0s mecanismos envolvidos neste mau funcionamento que hoje ainda especula-se
qual a principal participacdo de cada um nos diversos 6rgdos e tecidos. (Vallet 2003 e Fink
2002)

A andlise da perfusdo tecidual na sepse € complexa. O comportamento individual de
cada leito vascular durante o insulto séptico proporciona ao intensivista, por exemplo, um

desafio permanente quanto a conduta diagnostica e terapéutica relativa a perfusao tecidual.
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Segue-se entdo que o comportamento da microcirculagéo estaria bastante alterado na
sepse, relacionado a acdo de agentes inflamatorios, desequilibrio de funcao antiinflamatorio-
inflamatdria, contribuindo para uma heterogeneidade de distribuicdo do fluxo sanguineo e,
portanto, da oferta e aproveitamento do oxigénio. Apesar das controvérsias, voltamos a
afirmagdo de que sepse € o suprimento inadequado de oxigénio aos tecidos que levam a
producdo de substratos metabdlicos com lesdo tecidual e disfuncdo organica subsequente. A
caracteriza-la podemos ter um distarbio circulatério, incluindo uma diminuicéo da resisténcia
vascular periférica e ma distribuicdo de fluxo sanguineo, tanto quanto a ma utilizacdo de
oxigénio mesmo com uma oferta de oxigénio normal ou supranormal, tendo como
consequéncia a hipoxia tecidual e injaria celular.( Ellis et al 2002).

Baseada nessas consideragdes, a microcirculacdo foi considerada o motor da sepse.
Entretanto, estudos ultra estruturais e histoldégicos de musculos e pele biopsiados em pacientes
sépticos, demonstraram que a microcirculacdo ndo estd depletada e sim sobrecarregada com
células inflamatorias e que, portanto, os danos dos capilares e midcitos estariam associados
com a quebra de funcdo da barreira endotelial e acimulo de neutrofilos e macrofagos
corroborando com a definicdo de que, a despeito da melhor oferta de oxigénio, na sepse a sua
utilizacdo é ruim (Hotchkiss et al 2002).

Esperancas se colocam no estudo de mecanismos de alteracdo microcirculatéria com o
desenvolvimento de aparelhos e tecnologias para imagens dindmicas tanto em bancada pela
microscopia intravital (padrdo ouro na visualizacdo dinamica da microcirculacdo) como para

visualizacdo clinica, a beira do leito.

1.2 Em relacdo ao tratamento escolhido

Levando em consideracdo o protocolo clinico e defini¢bes estabelecidos em consenso
para tratamento da sepse que permanece até hoje, com uso de (Levy et al 2003): reposicao
volémica vigorosa na primeira hora de abordagem, seguida do uso de drogas vasoativas e
inotropicas, em face a resposta clinica ineficaz utilizando como avaliacdo das respostas ao
tratamento, medidas indiretas da funcéo organica e perfuséo de tecido, pelo lactato sanguineo,
saturacdo venosa central, saturacdo arterial de oxigénio, nivel de consciéncia, presenca de
débito urinario, funcdo renal e hepatica pelas dosagens de escorias sanguineas para classificar

e orientar os objetivos terapéuticos estabelecidos.
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Levando ainda em consideracdo a capacidade de recrutamento microvascular presente
no endotélio, pela vasodilatacdo reativa, mesmo pos-insulto endotoxico com LPS, conforme
trabalho de Bouskela e Rubanyi na bolsa da bochecha de hamster endotoxico (Bouskela and
Rubanyi 1995) e resposta reativa do Oxido Nitrico na microcirculacdo hepética do rato
endotdxico observado por Nishida e colaboradores (Nishida et al 1994), associada a
observagdes clinicas de resposta vasodilatadora em pacientes com sepse e choque séptico,
através do OPS na microcirculacdo sublingual, conforme demonstrou Spronk e colaboradores
no seu estudo com o uso de nitroglicerina em pos reposicdo volémica (Spronk et al 2002).

Levando em consideragdo que o uso de drogas vasoativas isoladamente, pode levar a
piora dos niveis de perfusdo tecidual tanto em trabalhos experimentais (Nacul et al 2010)
como em ensaios clinicos ja publicados (Boerma and Ince, 2010).

Considerando o uso de dobutamina para melhorar a perfuséo tecidual independente de
sua acdo hemodindmica como demonstrado por Daniel De Backer (De Backer et al 2006),
associada a estudos experimentais em que se demonstra que a dobutamina mantém o fluxo
mesentérico de ratos endotoxicos (Secchi et al 1997 e Nacul et al 2010).

Considerando o uso de reposi¢cdo volémica precoce e vigorosa como um fator preditor
de melhor progndstico no paciente séptico (Rivers et al 2001).

O presente estudo foi estabelecido ndo somente para estudar o comportamento da
microcirculacdo de forma dindmica na associacdo da reposicdo volémica ao uso da
dobutamina como para a comparagdo com uma droga efetiva de acdo p-agonista exclusiva e a

recuperacdo da perfusdo tecidual.

1.2.1 A dobutamina

A dobutamina é uma catecolamina sintética com efeito inotropico positivo de acao
curta. E uma droga introduzida na prética clinica desde 1978, usada em diferentes situagfes
criticas, incluindo pacientes que necessitam de suporte inotrépico por faléncia miocardica por
curtos periodos de tempo. Encontram-se nesse grupo 0s pacientes sépticos que apresentam
choque com disfuncdo miocardica. E uma droga de primeira linha, associada ou ndo &
dopamina no choque séptico pediatrico, segundo protocolo de consenso estabelecido em 2001
e ratificado em 2008 (Dellinger et al 2008).
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Quimicamente trata-se de uma mistura racémica 50:50 de enantidbmeros positivo e
negativo sendo o isbmero positivo o principal responsavel pela acdo agonista 1 e B, e
minimamente o. O isémero negativo ¢ um potente agonista a; ¢ marcadamente [3; adreno-
agonista e fracamente ;. Como ambos os isdmeros tém afinidade o, o isdmero positivo
essencialmente age como inibidor competitivo do isdmero negativo em altas concentragdes. A
dobutamina de 2 a 15 ug/kg/min causa aumento do débito cardiaco (DC) por aumento do
volume sistolico (VS), embora aumente a forca ventricular esquerda e diminua a resisténcia
vascular sistémica, ela também pode levar a um aumento de frequéncia cardiaca (FC) pelo
seu efeito cronotropico, dose dependente, e provocar alteracdes semelhantes a sindrome de
baixo débito de varias etiologias (Ishihata et al 1978 e Ruffolo Jr 1984). Ahonem e
colaboradores, em um trabalho com voluntérios sadios, avaliam a FC, VS e DC e 0 uso de
dobutamina de 2,5, 5,0 e 10 pg/kg/min demonstrando que, em doses mais altas (10), o
aumento do débito tem relacdo com o aumento da FC e ndo do VS e que em baixas
concentracdes (2,5 e 5) aumenta o0 DC por aumento da contratilidade ventricular esquerda e
aumento do volume sistdlico (Ahonen et al 2008). Estes resultados reiteram os resultados
encontrados por Romson e colaboradores que em pacientes em pos-operatorio de cirurgia
cardiaca com circulacdo extracorpérea houve um aumento dose dependente da frequéncia
cardiaca e que o volume sistélico cai com o aumento da dose (Romson et al 1999). Neste
trabalho, a dose maxima foi de 40 pg/kg/min. No seu trabalho com voluntarios, Ahonen e
seus colaboradores mostram que mesmo na dose de 5 pg/kg/min existe um aumento do DC
em equilibrio de FC/VS e que a partir de 10 pug/kg/min o DC se mantém a custa do aumento
da FC pois o VS cai. Outro dado importante em relacdo a droga é sua farmacocinética
diferente em relacdo a idade do paciente: em pessoas idosas existe uma redu¢do na modulacao
da funcdo cardiovascular possivelmente secundaria a reducdo de resposta pds-sindptica no
sistema de estimulo B-adrenérgico cardiovascular do idoso. Entdo a indesejavel acdo de
aumento da FC observada em altas doses ¢ mais comum em adultos jovens (Pellikka et al
1995, Romson et al 1999). A crianca sofre diferencas nas diferentes faixas etérias pela sua FC
basal em que os lactentes tém um menor tempo diastolico com menor possibilidade de acdo
das drogas em altas doses, pois 0 mecanismo compensatério de aumentar FC para melhorar
DC esta prejudicado. Quanto menor a crianga, menos receptores [ tera por absoluta
diminuicdo dos midcitos. Deve-se lembrar de que sempre que altas doses de dobutamina, que
marca o seu efeito cronotrépico, sdo sempre acompanhadas de marcado aumento do consumo

de oxigénio pelo miocardio em associagdo com aumento do desempenho cardiaco. Assim, 0
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tratamento com a dobutamina devera sempre ser baseado na resposta individual dos pacientes
(Afridi at al 1995)

Todas essas diferencas de acdo estdo intimamente relacionadas a presenca, auséncia,
quantidade e capacidade de resposta dos adrenoreceptores espalhados pelo sistema
cardiovascular. Até o presente momento nove adrenoreceptores diferentes foram identificados
em mamiferos: o la,1b, 1d, 2a, 2b, 2c e B 1, 2 ¢ 3. Sabe-se, por exemplo, que no coragédo
humano os receptores 1 € B2 tem maior poder de acdo que os demais e portanto existem
diferencas de comportamento na insuficiéncia cardiaca crbnica por dessensibilizagdo de
receptores 1 com alteragéo de seu mecanismo de a¢gdo. Mas 0 que acontece com 0s receptores
B,? Temos ainda indmeras perguntas nas diversas doencas agudas ou crbnicas aos
adrenoreceptores que fazem parte de um sistema de receptores que envolvem a regulacdo da
contratilidade e/ou frequéncia cardiaca. Existem receptores acoplados ao caminho das
Proteinas Gs adenilciclase (B-receptores, receptores para histamina e serotonina) e G; adenil
ciclase (receptores muscarinicos e receptores para a adenosina) e Gql fosfolipase C- proteino
kinase C (a3, endotelina-receptores e angiotensina lIl-receptores). As capacidades de resposta
dessas proteinas vao desde resposta a estimulos diversos em diversos 6rgaos, até a marcagdo
genética, polimorfismo de resposta a producdo de proteinas interagindo ou predispondo a
resposta adrenoreceptora agonista ou antagonista. Evidéncias tem mostrado sucessivamente a
importancia dos receptores o e  na disfung¢do cardiaca e comportamento na sepse (Brodde at
al 2006 e Brodde 2008).

O comportamento, ou seja, a modulacdo dos betas receptores na sepse, que é 0 que
diretamente interessa ao presente estudo, foi apresentada em revisdo por Etienne de
Montmollin e seus colaboradores e descreve que os betas receptores funcionam em cascata.
Conforme dito anteriormente existem trés subtipos de receptores B (1,2 €3) e que os 1 € 2 sdo
amplamente distribuidos no corpo humano, com os B; predominando no coragdo e os 32 N0S
musculos brénquicos e vasos. Existe ainda a presenga de B-receptores em parede de leucécitos
e hemacias. Sabemos que as acdes agonista desses receptores incluem o estimulo a proteina G
transmembrana na fase aguda e que internaliza sua acdo em situacdo cronica. Essa acdo se da
através do estimulo de canais transmembrana com internalizagio do AMP ciclico via
adenilciclase. Os B-receptores também tém papel na modulacdo da resposta imune, que como
dito anteriormente na sepse, a resposta inflamatoria e antiinflamatoria exige um equilibrio
para eventual controle da situacdo critica e que deste balanco depende o progndéstico
evolutivo. Os receptores B parecem desempenhar importante papel na modulagéo de acdo dos

leucocitos produzidos na medula Ossea, bago e timo, ou seja, na regulagdo da chamada
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resposta Thl (T-helper-1) pelo seu estimulo a Th2 (T-helper-2) levando a um equilibrio
antiinflamatdrio. Sabe-se que se a resposta Th2 predomina, diminuimos a capacidade
inflamatdria do hospedeiro e podemos ser um veiculo de disseminacdo da infeccdo. Cabe
ressaltar observagdes de que bloqueadores B, induzem a resposta proinflamatéria e
bloqueadores B; tem efeito oposto. Diversos estudos, portanto tem mostrado resultados
conflitantes, talvez pela dificuldade de modulagéo de resposta ideal Th1l /Th2 na sepse. Temos
ainda a destacar o papel na mediacdo da modulagéo cardiovascular na sepse onde as presencas
de citocinas inflamatorias se ligam a proteina G da membrana celular impedindo a efetiva
acdo agonista dos P-receptores e dai a ndo resposta a estimulo B na sepse ter como
consequéncia disfungdo miocardica ou depressdo miocardica com evidente disfungéo
biventricular. A disfuncdo sistdlica ocorre precocemente no chogue com baixa fracdo de
ejecdo e disfuncdo ventricular aguda. Interessantemente, o paciente que ndo dilata 0s seus
ventriculos precocemente na sepse tem pior progndstico. A disfuncdo diastélica também
descrita ainda é pouco clara. Portanto o mecanismo para disfuncdo miocérdica é multiplo com
desregulacdo autondmica, alteracdes metabolicas, disfuncdo mitocondrial e apoptose dos
miocitos. No choque séptico, uma tempestade adrenérgica é feita tanto por estimulo endogeno
como pelo uso de catecolaminas e talvez isso possa ser deletério a funcéo cardiaca, como na
insuficiéncia cardiaca cronica, quando o estimulo excessivo aos B-receptores leva a sua
internalizacdo. Estudos mostram que o AMP ciclico intracitosélico estd atenuado na sepse
depois do estimulo B-adrenérgico que pode levar a diminuicdo do desempenho miocérdico
Além disso, diversos autores associam o estimulo de adrenérgicos per se como trigger para
producdo de citocinas. Estudos ainda se fazem necessarios com bloqueadores e agonistas 31 €
B2 na resposta modulada pelos receptores adrenérgicos na sepse. Do ponto de vista
metabolico, os receptores adrenérgicos participam diretamente no catabolismo de lipideos e
hiperglicemia. Sabemos, por exemplo, que a epinefrina exerce papel na resisténcia insulinica
e altera a producdo de glicose hepética e que a noradrenalina e dobutamina ndo fazem este
papel. Talvez na sepse, do ponto de vista metabolico, os antagonistas B, sejam benéficos
diminuindo a gliconeogénese, hiperglicemia, protedlise e restaurando a energia gasta, ja 0s
bloqueadores B1 ndo teriam qualquer papel metabdlico. J& na regulacdo do sistema de
coagulacdo temos que a sepse induz a pro-coagulacdo e isto é feito atraves do sistema
adrenérgico com papéis opostos ao dos receptores B1 € Po. O receptor B, ativado diminui a
ativacdo de plaquetas e melhora a agdo fibrinolitica. O receptor 1 Se opde a este beneficio

fibrinolitico (Montmollin et al 2009). A compreensdo deste complexo comportamento
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regulatorio necessario ao equilibrio modulador na sepse ajudara ao melhor entendimento do

impacto de drogas B-agonistas e antagonistas no paciente septico.

1.2.2 A ressuscitacdo volémica

Sabemos que na sepse a ressuscitacdo volumétrica na primeira hora pos-insulto,
chamada hora ouro, com volume de salina vigoroso preconizado em 20 ml/kg a cada 15
minutos, diminui a mortalidade na sepse severa e choque séptico e que deve ser a abordagem
inicial realizada ainda nas salas de emergéncias (Rivers et al 2001, Trzeciak et al 2008, Bozza
et al 2010).

O consenso de abordagem da sepse inclui, como primeiro passo, o uso de solugéo salina
nas primeiras 6 horas como valor preditivo Grau Al para terapéutica estabelecida. No entanto,
um trabalho recente realizado na Africa com 3600 criancas mostra que esta forma de
abordagem aumenta a mortalidade no grupo que recebe ressuscitacdo volémica vigorosa tanto
coloide como cristaloide (Scott et al 2011).

Diante destes questionamentos e na evidéncia de trabalhos mostrando que a solugéo salina
é sim um regulador de fluxo local (Gautam et al 2006), que melhora a perfuséo tecidual tanto
em choque hemorragico ( Villela et al 2009, Villela et al 2011) como em endotoxemia
experimental (Santos et al 2011) quando através da microscopia intravital, foi observado que
a densidade capilar funcional melhora em relacdo ao controle de forma significativa. Em
publicacdo recente, Smith e Perner, em um estudo de coorte, observaram que pacientes
adultos que receberam altos volumes em situacao de choque e sepse severa no terceiro dia de
evolucdo apresentaram melhor sobrevida em comparacdo aos que recebem baixo volume
(Smith and Perner 2012). Avaliar o uso de altos volumes de salina na endotoxemia associada
ou ndo ao beta agonista tem relevéancia neste trabalho comparativo.

Volto a pergunta: Qual a melhor abordagem terapéutica para sepse que verdadeiramente
poderia impactar em resultados quanto a sua morbimortalidade?

Estudar o papel da dobutamina, um B-agonista na resposta adrenérgica em situacao de
sepse se faz necessario e urgente. E o0 entendimento de sua acdo associada a reposicdo

volémica é o objeto deste estudo por tudo gque se considerou acima.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar a capacidade de recuperacdo da densidade capilar funcional na endotoxemia

experimental dos diversos tratamentos efetuados.

2.2 Especificos

1. Auvaliar os efeitos sobre a microcirculacdo em hamsters com endotoxemia, usando a
técnica da janela dorsal e microscopia intravital, da fluidoterapia vigorosa e precoce.
2. Auvaliar os efeitos microvasculares de duas doses diferentes de dobutamina combinada

ou ndo a fluidoterapia na endotoxemia experimental.

3. Comparar o papel na microcirculagio de um [-agonista puro associado ou ndo a

fluidoterapia na endotoxemia experimental com o uso do isoproterenol.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animal utilizado

Foram usados no presente estudo, 78 hamsters dourados (Mesocricetus auratus),
machos, com massa corporal entre 60g e 80g, provenientes do criadouro de animais de
experimentacdo ANILAB — Sdo Domingos, Paulinea-SP, aclimatados no biotério do
Laboratorio de Pesquisas Clinicas e Experimentais em Biologia Vascular (BioVasc),
Centro Biomédico da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), em ambiente com
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temperatura mantida em 21 + 1°C, com ciclo de luz/escuriddo de 12h, controlados por
temporizador, e acesso irrestrito & agua e racdo propria para a espécie.

3.2 Diviséo dos grupos

O estudo foi feito com 78 animais divididos em 9 grupos distintos da seguinte forma:

G1 - Controle: Apenas para preparo da camara dorsal e canulizacao arterial e venosa fez-
se a solucdo salina em “bolus”, através da infusdo em 2 minutos de 0,2ml de soro

fisioldgico com 0,9% de sddio, apds acomodagdo do animal ao microscépio (n=10).

G2 — LPS: Apos preparo da camara dorsal e canulizacéo arterial e venosa foi administrado
LPS (lipopolissacarideo de E.coli sorotipo 055: B5, Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA
na dose de 2mg/kg de massa corporal diluido em 0,2ml de solu¢éo salina) em infusdo de 2
minutos utilizando bomba de infusdo (Harvard Apparatus-mod:55 2222, Holliston, USA)
logo apds acomodagéo do animal ao microscopio (n=10).

G3 — Ressuscitacdo Volémica (RV): Neste grupo 1 h apos a infusdo de LPS iniciou-se a
infusdo continua de soro fisiologico (SF, NaCl a 0,9% ) 40ml/kg de massa corporal em 60
minutos através da bomba de infusdo (Harvard Apparatus-mod:55 2222, Holliston, USA)
com velocidade de 6,4ml/hora (volume total de 3,4ml) em 30 min, com manutencdo de
0,04ml/h nas 4 horas e 30 min restantes (n=10).

G4 — Dobutamina de 5: 1h ap6s a infusdo de LPS iniciou-se a infusdo de dobutamina
(Dobutrex® 250mg/20ml - Abl do Brasil) rediluida em soro fisiol6gico na dose de 5ug/kg
de massa corporal/min e no volume total de 0,2ml, com velocidade de infusdo de 0,04ml/h

pelo periodo de 5h (n=10).

G5 — Dobutamina de 15: 1h apds a infusdo de LPS iniciou-se a dobutamina rediluida em
soro fisiologico na dose de 15ug/kg de massa corporal/min com volume total de 0,2ml,

tambem com velocidade de infusdo de 0,04ml/h em 5h (n=10).

G6 — Isoproterenol: 1h apos a infusdo de LPS iniciou-se o isoproterenol rediluido em soro
fisioldgico na dose de 15ug/kg de massa corporal/min, com volume total de 0,2ml, com
velocidade de infusdo de 0,04ml/h nas 5h (n=10).



33

G7 — Dobutamina de 5 + RV: 1h apds a infusdo de LPS iniciou-se a infusdo de SF,
40ml/kg de massa corporal em 60 min seguida da infusdo de dobutamina rediluida em soro
fisiologico na dose de 5ug/kg de massa corporal/min, com volume total de 0,2ml e

velocidade de infusdo de 0,04ml/h nas 4h e 30 min restantes (n=10).

G8 — Dobutamina de 15 +RV: 1h apds a infusdo de LPS iniciou-se a infusdo de SF
40ml/kg de massa corporal em 30 minutos seguida da infusdo de dobutamina rediluida em
soro fisioldgico na dose de 15ug/kg de massa corporal/min, com volume total de 0,2ml e

velocidade de infusdo de 0,04ml/h nas 4h e 30 min restantes (n=4).

G9 - Isoproterenol + RV: 1h apds a infusdo de LPS iniciou-se a infusdo de SF 40ml/kg de
massa corporal em 30 minutos seguida da infusdo de Isoproterenol rediluido em soro
fisiologico na dose de 15ug/kg de massa corporal/min com volume total de 0,2ml e

velocidade de infusdo de 0,04ml/h nas 4h e 30 min restantes (n=4).

3.3 Preparo do animal

Para preparo do dorso do animal, foi feita a injecdo intraperitoneal de pentobarbital
(CEVA-Sanofi Santé Animale) na dose de 60mg/kg de massa corporal e a seguir, apos
remocao do pelo com creme depilatorio e tosquiador, implantou-se a camara de titanio
(figura 1) na pele do dorso do hamster. Esta cdmara possui um orificio central que nos
permite a observacdo da microcirculacdo ap6s remocdo de pele e disseccdo de camada
subcutanea com auxilio de estereomicroscopio (Leica Microscopy Systems, Alemanha,
LEICA M651) e colocacédo de laminula de vidro.

Figura 1: Camara de titanio
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Apos a fixagdo da cAmara de titanio, o animal foi reencaminhado ao biotério em

gaiola individual e com acesso irrestrito a 4gua e racao propria.

Apds 7 dias, o aspecto da camara foi verificado e todas as preparacbes que
apresentavam inflamag&o em seu campo de visualizagcdo foram descartadas. O animal, cuja
camara dorsal foi considerada aceitavel (Figura 2), foi novamente anestesiado com
pentobarbital sdédico intraperitoneal e, entdo, a artéria carétida e a veia jugular interna
foram canulizadas, a carétida para monitorizacéo de presséo arterial continuamente através
do BIOPAC Systems (Santa Barbara — CA, USA) e colheitas ao final do experimento, a
veia jugular para infusdo de medicagdes conforme cada grupo exigia. O cateterismo foi
realizado com o auxilio de lupa com aumento de 16 vezes para colocacdo de cateter de
polietileno (0,28mmID/0,61mmOD) que foi fixado a camara dorsal (figura 3). A seguir, 0

animal é novamente encaminhado ao biotério onde permaneceu por mais 24h.

[ e — A

Figura 2: Campo microcirculatério com bom aspecto.
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Figura 3: Hamster com camara de titdnio com detalhe da fixacéo do cateter & cdmara.

3.4 Desenho do estudo

No oitavo dia do procedimento, o animal foi entdo reencaminhado ao laboratério e,
sem uso de anestésico, colocado em um tubo de acrilico com pequenos orificios laterais
para facilitar a respiracdo e uma saida transversal por onde a camara de titnio passa
(Figura 4) e que permite a sua visualizacdo ao microscopio (Microscopio intravital, Leitz—
Wetzlar, Alemanha). Esta visualizagdo se fez utilizando-se de transiluminagdo com
lampada de tungsténio-halogénio de 100 w alimentada por fonte de 12 v com um aumento
de 100 vezes (Figura 5).

Figura 5: Animal ao microscépio, em tubo de acrilico.

Para contraste foram usados filtros azuis (OMEC Corporation 51664 e 59814) acomodados

sobre a fonte luminosa para melhor visualizacdo de hemécias circulantes (Figura 6).
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Figura:6 — Filtro azul.

Para visualizacdo dos leucdcitos em sua migracao utilizamos fonte extra de luz e filtro
verde que permitem apo6s injecdo de rodamina G (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA)
na dose de 40mg/kg de massa corporal pela veia jugular, a emissdo de fluorescéncia pelo
nucleo dos leucdcitos e sua contagem em numero de leucocitos aderidos e rolantes, durante

1 min de observacdo em cada campo previamente escolhido (Figura 7).

Figura 7: Vénula com Leucdcitos aderidos.

3.4.1 Obtencdo de imagens e medidas microcirculatorias

Ao microscopio foi acoplada uma cadmara de video (SAMSUNG SBC-320, Coreia
do Sul) ligada ao monitor de TV (B&W Hitron Systems, Cheonan — Coréia do Sul) e a um
videocassete (JVC Malasia) que nos permitiu a filmagem continua da microcirculacdo in
vivo pela microscopia intravital (Figura 8).
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Figura 8: Visdo esquematica da forma de gravacdo e obtencdo de Imagens.

A gravagdo das imagens transmitidas ao monitor de TV permitiu a observacdo das

mesmas.

Campos arteriolares: previamente foram escolhidos dois campos para visualizacdo das
arteriolas que sdao marcados no monitor de TV. Aguardou-se 15 min. até a acomodacédo do
animal ao microscépio e gravou-se em video por um periodo de 1 min. 0 mesmo campo

nos seguintes tempos: zero, 1h, 3h e 6h.

Campos venulares: apds a escolha repetiu-se 0s mesmos procedimentos dos campos

arteriolares.

Campos capilares: foram escolhidos 10 campos, ap6s acomodacdo do animal ao
microscopio, usando como marcacao os dois orificios da camara de titdnio acompanhando
5 campos no orificio esquerdo e cinco campos no orificio direito na linha vertical da

preparacdo, também gravados com tempos zero, 1h, 3h e 6h.

Apos a filmagem, as medidas foram feitas usando “Caplmage software” (Figuras 9 ,1le

2).
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Para os capilares, foram considerados os funcionantes, ou seja, com hemacias em

movimento e medidos por unidade de area.

Nos campos arteriolares e venulares as medidas de diametro feitas posteriormente em
corte transversal através do Caplmage software onde o programa apés clicar em cada
extremo da parede do vaso, calcula em pum o didmetro deste vaso. Estas medidas foram

anotadas em cada tempo estudado. Figura 9. 2

Figura9.1 e 9.2 Campo capilar e Campo venular

A adesdo e rolamento de leucdcitos foram determinados ap0s injecdo endovenosa de
rodamina por contagem direta durante 60 segundos na vénula escolhida previamente. Para
adesdo, foram considerados aderidos os leucécitos que permaneceram parados por mais de
30 segundos na parede da vénula. Para rolamento, foi feita a contagem dos leucécitos totais
que passaram na vénula por 30 segundos divididos pelo nimero de leucdcitos que
passaram a uma velocidade inferior a das hemacias nestes mesmos 30 segundos de
observacdo, conforme visto na Figura 7. O numero foi anotado manualmente nos tempos

estabelecidos.

O “escore” de fluxo arteriolar foi anotado durante o experimento pelo observador
seguindo uma tabela prévia de pontos, onde 0 = parado; 1 = intermitente; 2 = lento, 3 =
normal e 4 hiperdindmico. O campo observado foi gravado e um segundo escore foi depois

feito por outro observador, também experiente.

A velocidade capilar foi medida em dois capilares por campo filmado em cada tempo
(Figura 9 (1)) e lida através do software (Caplmage) préprio em mm/s. Nos campos levou-

se em consideragdo os capilares de melhor fluxo.
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3.4.2 Medidas sistémicas e macrohemodinamicas

As medidas de pressao arterial sistémica e de frequéncia cardiaca foram feitas através do
cateter inserido na cardtida utilizando-se do BIOPAC e anotadas a cada 60 minutos,

manualmente, por um periodo de 6 horas apds o inicio do procedimento.

A colheita de sangue foi feita no final do experimento através do cateter inserido na
carétida com o uso de seringa de 1ml BD e colheita de 0,5ml de sangue total. As medidas de
gasometria e lactato foram realizadas através do i-STAT — Analisador de gases sanguineos
(Abbott — Princeton- USA), o microhematdcrito foi obtido apos colheita em capilar proprio
através de centrifugacdo a 1000 rpm por 5 min e a leitura realizada em tabela propria,
leucometria total apos a coloracdo pela Solucdo de Turk e colocacdo em placa de Bauer foi
realizada ao microscopio 6tico (Bel-Photonics- Italy) com aumento de 10x (FiguralQ), a
glicemia foi verificada em fita de glucotest prépria e lida a seguir no Accu Check da Roche-
Brasil. Estes resultados foram anotados em folha propria para posterior analise. Apos a
colheita, o animal foi anestesiado com Pentobarbital 200mg/kg de massa corporal para

descarte.

Figura 10: Microscopio Bel Photonics, dptico para contagem de Leucdcitos.

Estes procedimentos se repetiram em todos os animais e em todos 0s 9 grupos.

Em resumo: O estudo se deu nas seguintes variaveis: pressao arterial média e FC
(medidas a cada 60 minutos por um periodo de seis horas), didmetro arteriolar (2 campos),

diametro venular (2 campos), densidade capilar funcional (10 campos), velocidade capilar (10
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campos) e score de fluxo arteriolar (2 campos) medidos nos tempos de base e 1h, 3h e 6h. A
adeséo e rolamento foram medidos e anotados nos tempos basal, 1h e 6 horas. As medidas de
colheitas de gasometria, lactato, glicemia, leucometria e hematocrito foram realizadas em

medida unica ao final do experimento, por colheita através da artéria carotida.

Ao final do experimento o animal foi sacrificado com pentobarbital na dose de
200mg/kg/massa de peso corporal endovenoso, e sua carcaca foi descartada para incineragao.

3.5 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado teste ndo paramétrico, levando em consideracao
a pequeno numero amostral e os valores obtidos ndo apresentarem distribuicdo normal,
sendo utilizado ANOVA ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacdo entre 0s
grupos (Analise Transversal) e o teste post-hoc de Dunn para determinacdo das diferencas
individuais nos diversos tempos, usando o modelo linear com andlise de variancia com
medida repetida ao longo do tempo. Para cada variavel este modelo levou em consideracao
0s seguintes fatores: tratamento, considerando controle e cada dose utilizada, e a interacédo

entre tempo vs tratamento.

Para os dados de diametro arteriolar, diametro venular, densidade capilar funcional e
rolamento foram feitas comparacdes entre os valores encontrados no basal (considerado
como valor 1) e os valores encontrados ao longo do tempo; de forma percentual, em
relacdo ao basal. Os graficos foram feitos com caixa (box plot), considerando significativo

todo o efeito e interacdo cujo p< 0,05.

Para a velocidade capilar das hemécias, adesdo, rolamento e score de fluxo arteriolar
foram utilizadas os numeros absolutos comparando com o basal, com os graficos

apresentados por coluna, considerando significativo todo efeito e interagdo cujo p<0,05.

Para as medidas de variaveis sisttémicas, por serem tomadas unicas (Hematdcrito,
glicemia, pH, PO,, PCO,, Lactato e Leucometria) foram apresentados em tabela por média
e desvio padréo e considerados estatisticamente significativos o p<0,05
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4 RESULTADOS

Foram estudados 78 animais divididos em 9 grupos distintos, conforme descrito acima,
e comparados intra-grupos e intergrupos 0 Seu comportamento em varidveis sistémicas
macrohemodinamicas tais como pressdo arterial média, frequéncia cardiaca e hematdcrito e
variaveis sistémicas e especificas microhemodindmicas tais como, didmetros arteriolar e
venular, densidade capilar funcional, adesdo e rolamento de leucdcitos, velocidade da
heméacia no capilar, velocidade de fluxo arteriolar, acrescida de lactato sanguineos,
leucometria, glicemia e medidas de gases como pressdo arterial de oxigénio e gas carbénico,
pH e bicarbonato.

Os resultados encontrados ap0s 0s experimentos serdo descritos por variaveis estudadas e

levando em consideracdo a comparagdo entre 0s grupos com o grupo controle e o grupo LPS.



4.1 Presséo arterial média:

125+

ol TG

PAM

Basal

1h

3h

6 h

JUANENENE

Controle
LPS

RV
DB5

DB15
ISO
DB5/RV
DB15/RV

Iso/RV

42

Figura 11: Grafico da Pressdo Arterial Media em mmHg dos 9 grupos estudados ao longo do

tempo: na primeira hora pos endotoxemia os grupos LPS e Dobutamina de 5ucg/kg/minuto

associada a ressuscitacdo, a partir da terceira hora 0os grupos com LPS, Dobutamina de

Sucg/kg/minuto, Dobutamina de 15 pcg/kg/minuto e ressuscitagdo volémica apresentam

queda estatisticamente significativa da PAM em relacdo ao controle (p<0,05)*. Na sexta hora

0s grupos LPS, Dobutamina mantém este pardmetro em queda e acrescenta-se a eles o grupo

de Isoproterenol. Os grupos de Dobutamina 5 e 15 pcg/kg/minuto e o de Isoproterenol

associados a RV ndo apresentam queda de PAM estatisticamente significativa ao longo de

todo periodo de observagdo. Na terceira hora o Grupo Dobutamina de 15 pucg/kg/minuto tem

queda estatisticamente significativa também em relagdo ao Dobutamina de 5 pcg/kg/minuto
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com RV (p<0,05)8. Na sexta hora os grupos de Dobutamina de 5 e 15 pcg/kg/minuto com RV

tem diferenca estatistica em relacdo a Dobutamina de 15 pcg/kg/minuto (p<0,05)#.

4.2 Frequéncia cardiaca

Frequéncia Cardiaca

#
500~ I i EZE controle
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Basal 1h 3h 6 h

Figura 12: Frequéncia Cardiaca, em batimentos por minuto, em relacdo ao tempo: dos 9 grupos
estudados, o grupo com Isoproterenol apresenta diferenga estatisticamente significativa na
terceira hora em relacdo ao LPS #, controle*, Dobutamina de 15 pcg/kg/minutot e na sexta
hora controle* e Dobutamina de 5 pcg/kg/minuto $(p<0,05). Os demais mantém estavel a FC

durante todo o procedimento.
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4.3 Diametro arteriolar

Diametro Arteriolar
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Figura 13: Didmetro arteriolar, em percentagem em relagdo ao basal ao longo do tempo. Na
primeira hora, ha diferenca estatisticamente significativa em rela¢do ao controle no grupo de
Isoproterenol . Na terceira hora nos grupos que recebem Dobutamina de 5 e 15 pcg/kg/minuto
tanto com RV como sem RV tem variacao significativa em relagdo ao controle, os grupos de
RV e Isoproterenol em relagdo ao de Dobutamina de 15 pcg/kg/minuto e o grupo de RV ainda
em relagdo Dobutamina de 15 pcg/kg/minuto associada ou ndo ao RV. E na sexta hora em
relacdo ao controle séo: o grupo de LPS, Dobutamina de 5 e 15 pcg/kg/minuto, em relagdo a
Dobutamina de 15 ucg/kg/minuto# sdo: o RV, Dobutamina de 5 pcg/kg/minuto com RV e
Isoproterenol com RV, que persiste e até piora na sexta hora, apresenta também
vasoconstric¢do no grupo de Dobutamina de 5 + RV e Dobutamina de 15 + RV na terceira
hora que reverte na sexta hora. O grupo de RV apenas mantém didmetro semelhante ao
controle na terceira e sexta hora. O grupos de Dobutamina de 5 pcg/kg/minuto + RV e
Isoproterenol + RV também mantém didmetro semelhante ao controle na sexta hora. P<0,05 *
controle, TLPS, ¥Dobutamina de 5, # Dobutamina de 15, ® Dobutamina de 15 associada a
RV.



4.4 Diametro venular
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Figura 14: Diametro venular: percentagem de alteracdo do didmetro em relacdo ao basal NnoOS

tempos 1h 3h e 6h pds LPS ndo apresenta qualquer diferenca estatistica entre 0s grupos em

qualquer dos tempos estudados.
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4.5 Interacao leucécito-endotélio

Adesao de Leucocitos Venular
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Figural5: Adesdo de leucdcitos a parede venular: Grafico com nimero de leucécitos aderidos ao
longo do tempo, nos diversos grupos. Na primeira hora todos 0s grupos apresentam um
aumento estatisticamente significativo no nimero de leucécitos aderidos em relacdo ao
controle *. Na sexta hora os grupos Isoproterenol + RV e Dobutamina de 5 + RV apresentam

diminuicdo estatisticamente significativa em relacdo a LPS t(Figura 5).
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4.6 Rolamento de leucocitos na parede venular
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Figura 16: Percentual de rolantes em relacdo aos leucdcitos totais que passam em 30 segundos
de observacdo, nos tempos basal e 1 e 6h apds LPS. Diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao controle na sexta hora nos grupos de LPS, Isoproterenol com RV e Dobutamina

de 5 pcg/kg/minuto com RV. * p<0,05 vs. controle
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4.7 Densidade capilar funcional

Densidade Capilar Funcional
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Figura 17: Densidade Capilar Funcional: Todos 0s grupos apresentam queda do DCF
estatisticamente significativa em relacdo ao controle, em todos os tempos estudados a partir
da primeira hora. Na terceira hora, os grupos de Ressuscitacdo volémica (RV), Isoproterenol e
Dobutamina de 5 + RV apresentam diferenca estatistica em relacdo ao grupo do LPS com
aumento do DCF; na sexta hora estes grupos mantém a diferenca e os grupos de Isoproterenol
+ RV e Dobutamina de 15 + RV também apresentam diferencas. Na terceira e sexta hora
destacamos também que o grupo de Dobutamina de 5 + RV melhora também em rela¢do ao
grupo de RV, lIsoproterenol, Isoproterenol + RV e Dobutamina de 15 + RV. P<0,05 * vs.

controle, T vs. LPS, & vs. Dobutamina de 5 com RV.
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4.8 Velocidade capilar de hemacias

Velocidade das Hemacias
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Figura 18: Velocidade do eritrécito no capilar: Observacdo da velocidade em que o eritrocito
passa no capilar, nos diversos tempos, em cada campo observado. Queda da velocidade
capilar em todos os grupos em relagdo ao controle na primeira hora que se mantém na terceira
e sexta horas nos grupos de LPS, Isoproterenol e Dobutamina de 15. Ha recuperacdo da
velocidade, estatisticamente significativa em relacdo ao LPS na terceira hora do grupo de RV,
Dobutamina de 5 + RV, Dobutamina de 15 + RV que se mantém na sexta hora. * vs.
Controle, T vs. LPS, 6 vs. RV
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4.9 Escore de fluxo arteriolar

Fluxo Sanguineo Arteriolar
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Figura 19: Escore de Fluxo Arteriolar: Avaliacdo de escore de fluxo na arteriola, usando
tabela de escore estabelecida, em que 3 é considerado fluxo normal, 2 lento, 1 parado ou
intermitente e 4 hiperfluxo. Foi observada a queda do fluxo arteriolar em todos os grupos
estudados na primeira hora em relacdo ao controle*, com recuperacdo em todos 0s grupos
tratados t,. Em relacdo ao grupo de Dobutamina de 5 ¥, na terceira hora existe diferenca
estatistica em relacdo Dobutamina de 15 e Isoproterenol, e em relacdo a Dobutamina de 15 +

RV @ na terceira hora em relacao a Dobutamina de 15.



51

4.10 Variaveis sistémicas

Tabela 1: Variaveis Sistémicas Média e desvio padréo:

N=4 Control LPS RV D5 D15 ISO D5+R Di15+R ISO+R
e V V V

Hematocrit 44 56* 51 51 51 53* 50 49 49

0 +2,2 1,7 +2,2 #1,3 +3,0 2,8 1,5 +1,7 +1,3

%

Leucocitos 7425 1553 3305 3038 2150 4105 2905 2800 3368

/mm3 +830 * +675 #571 * +750 961 +497 +468
+494 +363

pH 7,36 725 733 731 728 7,18* 7,34 7,31 7,27

Unidade +0,02 +0,0 +0,0 0,0 0,0 0,0 0,03 0,02 +0,02
4 3 2 3 5

PO2 92,7 91 103 985 103 995 92,7 96,7 92,7

mmHg +4.8 16, +1,8 7,6 9,2 3,7 54 +3,8 +5,8
5

PCO2 45,7 54,7 40,7 485 52,7 54,7* 41,72 45,2 48,5

mmHg +3,8 +2,6 +35 +34 47 44 74 +2,5 +2,6

HCO3 30,7 215* 232 242 24 22,2* 26,5 26,5 25

mmol/I +1,9 +1,0 09 #15 +2,1 +19 24 +3,1 +2.,8

Glicose 52,7 32 45 445 27,3* 345 40,2 39,8 31,2

mg/dI +12,9 +9,2 +11, +65 7,6 +29 8,0 +5,7 +4,9

2

Lactato 1,57 79 34 3,2 4,0 6,0 3.4 3,3 4,0

mEqg/I +0,18 +1,3 0,4 0,2 0,7 +0,6 +0,41 041 +0,37
0 4 4 8 3

Hematdcrito: Aumento significativo do hematdcrito no grupo LPS e Isoproterenol em
relacdo ao controle. Lactatemia: Aumento estatisticamente significativo nos grupos LPS e
Isoproterenol em relacdo ao controle, e tendéncia de piora em relacdo ao controle nos demais.
Glicemia: Tendéncia a hipoglicemia em todos os grupos que recebem LPS em relacdo ao
controle sem diferenca estatisticamente significativa. pH: Acidose estatisticamente
significativa em relacdo ao controle no grupo de Isoproterenol; tendéncia para acidose nos
grupos de LPS, Dobutamina de 15 e Isoproterenol + RV e manutencdo do pH normal nos
grupos controle, Dobutamina de 5, RV, Dobutamina de 5 + RV e Dobutamina de 15+ RV.
pO,: normal em todos os grupos. pCO,: Aumento da pCO, no grupo de Isoproterenol em
relacdo ao grupo controle com diferencga estatisticamente significativa e sem alteragéo nos

demais grupos. Leucometria: Leucopenia acentuada e estatisticamente significativa no grupo
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de LPS em relacdo ao controle; tendéncia a leucopenia em todos os demais grupos que
recebem LPS. * p <0,05 vs. controle.

5 DISCUSSAO

Na sepse, a disfuncdo mdltipla de 6érgdos esta direta e intimamente relacionada ao
Obito. O restabelecimento da perfusdo dos drgaos e tecidos, 0 mais precocemente possivel no
paciente critico, passou a ser prioridade e desafio na abordagem do paciente séptico. O
resultado de melhora na morbidade e acentuada queda na mortalidade nestes casos de
intervencdo precoce, ainda mesmo nas salas de Emergéncia, antes que o paciente chegue as
unidades de tratamento intensivo, estd demonstrado por Rivers e colaboradores, atraves de
trabalho multicéntrico j& publicado e corroborado por diversos outros autores ( Rivers et al
2001). Diante desta realidade o desafio de otimizar a microcirculacdo tem sido a meta na
abordagem terapéutica destes pacientes.

A perfusdo tem sua relagdo com a microcirculagdo, a partir de conceitos previamente
apresentados da patogénese da sepse, onde ela é considerada o motor da fisiopatologia
adaptativa em situacdes criticas. (Bateman 2003).

Levando em consideracdo condutas ja estabelecidas em consenso, que visam melhorar a
circulacdo de hemacias nos capilares em fase inicial da sepse, ou seja, melhorar a perfusao
dos tecidos (Dellinger 2008), o estudo realizado teve como objetivo avaliar o comportamento
funcional dessas terapéuticas e que mecanismos elas desempenham para recuperar a

densidade capilar funcional e diminuir a morbidade e mortalidade na sepse.

5.1 A escolha do modelo

5.1.1 O modelo animal para avaliacdo da microcirculacdo

Foi utilizada para estudo da microcirculagdo a técnica da janela dorsal, desenvolvida ha
mais de duas décadas por Endrich e colaboradores ( Endrich et al 1980). Esta técnica tem
como umas das principais vantagens permitirem o estudo do comportamento tanto

hemodindmico como inflamatério da microcirculacdo por tempo prolongado. Outra
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caracteristica relevante a se destacar, é a possibilidade da avaliacdo das variaveis sem
interferéncia da anestesia. Sabendo-se que a anestesia exerce grande influéncia na resposta
microcirculatdria, na “performance” cardiaca, na resposta autondmica periférica e na relagao
de células endoteliais/ leucdcitos, o estudo da microcirculagdo em animais nao anestesiados
permite uma observagdo do seu comportamento sem, no entanto, somarem-se os efeitos
inflamatorios dos anestésicos. Outra importante caracteristica é a ndo interferéncia da resposta
inflamatdria no procedimento cirargico que tal técnica permite. O animal é estudado sete dias
apos o procedimento cirargico para visualizacdo da microcirculacdo afastando os efeitos
deletérios e inflamatdrios que o manuseio cirurgico provoca na preparacdo (Menger et al
2002)

A avaliacdo é feita por microscopia intravital, padrdo ouro do estudo microhemodinamico,
com ampla possibilidade de estudo em longo prazo, com o animal acordado e permitindo
observacao da taxa de sobrevivéncia.

Outro ponto a se discutir no modelo é o corrente uso de roedores para estudo
hemodinamico pela sua semelhanca de comportamento com humanos, apesar da extrema
diferenca de tamanho (Endrich 1980 e Menger et al 2002).

Em resumo, a técnica da janela dorsal nos permite uma avaliagdo mais prolongada, sem
prejuizo ao leito observado, sem efeito anestésico e de forma dindmica, com posterior
avaliacdo de sobrevida.

As desvantagens da técnica estdo mais relacionadas a area estudada ndo considerada como
vital, porém estudo realizado por Kerger e colaboradores em 1996, avaliando através do
estudo da janela dorsal a oferta de oxigénio sisttmico e da microcirculagdo local no choque
hemorragico, os autores demonstraram que as alteracdes observadas na microcirculacdo
dorsal estavam diretamente relacionadas a disfungdes de mesentério, figado e pulméo (Kenger
et al 1996) e em estudo recente Santos e colaboradores observaram que as alteracGes da
microcirculacdo do dorso tinham relacéo direta com a sobrevida na endotoxemia experimental
em Hamster (Santos et al 2011).

Portanto, cabe dizer que o melhor dos animais ndo é capaz de mimetizar o comportamento
humano nas suas diversas facetas, principalmente na capacidade, singular e espécie

dependente, de producéo de proteinas para protecao a estimulos adversos (Esmon 2004).
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5.1.2 Discutindo o uso da endotoxemia

Escolher o melhor modelo para se estudar a sepse é uma tarefa extremamente dificil.
Sabe-se que mimetizar as respostas inflamatorias da sepse tal qual acontece em diferentes
espeécies torna sempre muito complicada essa tarefa. Numerosos modelos animais, nas mais
variadas situacdes de sepse induzida, tm ajudado a esclarecer mecanismos fisiopatoldgicos e
suas desregulacgdes na circulacao periférica. Deve-se enfatizar que a situagdo humana de sepse
é consideravelmente mais complicada que o melhor modelo que se possa avaliar (Rittirsch et
al 2007).

A desconexdo entre modelo animal de sepse e modelo humano pode ser vista na
observacdo de diferentes respostas, entre beneficios obtidos com drogas experimentais em
modelos animais e a ndo confirmacgdo em ensaios clinicos para tais beneficios. Muitos desses
modelos realizados com animais nocaute conseguiram mimetizar a sepse humana, em relacéo
a disfuncdo de Orgdos, resposta inflamatoria, entretanto os mediadores inflamatérios e
antiinflamatdrios em animais de experimentacdo ndo tém a mesma resposta fisiopatoldgica
gue em humanos. Observa-se que alguns ensaios clinicos que usaram antagonistas de
mediadores inflamatorios ndo obtiveram o resultado esperado, mesmo apés a euforia inicial
para possivel controle da sepse, levando em consideracdo os resultados observados em
animais nocaute. Apesar da dosagem de tais proteinas estarem presentes tanto em homens
como em animais de experimentacao a resposta clinica ndo acompanhou o que se esperava de
tais drogas. Em 2005, um simpdsio para discussao e analise de resultados discrepantes, entre
0 uso de determinadas drogas com excelente resposta em animais sem encontrar semelhanca
nas respostas clinicas, se fez necessario. Deste simposio algumas discussdes e conclusdes
foram tiradas e serdo descritas a seguir (Rittirsch et al 2007):

e 0s estudos realizados em ratos, camundongos, porcos sdo feitos em animais de
mesma linhagem, mesma faixa etaria e sem qualquer outra co-morbidade, tais
como hipertensdo, diabetes etc..., sendo uma das causas atribuidas a estas
diferengas de resultados.

e outro aspecto levantado é o fato que em modelos animais ha o controle
absoluto do tempo de exposicdo ao patdgeno, 0 que nao ocorre quando
tratamos de ensaios em humanos.

e considera-se também o fato de que em situacdo de endotoxemia a exposicao
ao patdgeno ou parte dele esta restrita a uma Unica inoculagéo, e que esta ndo

seria a situacdo observada na sepse humana, quando o proprio crescimento do
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patdgeno durante o evento infeccioso o tornaria um estimulador inflamatério
mais persistente em tempo e quantidade de exposigéo.

e outra diferenga se da em diferentes comportamentos moleculares entre
roedores e humanos, quando, por exemplo, sabidamente a proteina C reativa é
um estimulo a producdo de complementos em homens, o que ndo ocorre em

roedores.

Portanto, diferencas de espécies tornam ilusorio dizer que transferiremos de forma linear
achados de animais experimentais para situa¢des clinicas humanas (Rittirsch et al 2007).

Ao discutir-se, além disso, outra forma de inducdo da sepse sabe-se que nos diversos
modelos criados como ligadura e punctura de cécum (CPL), interrupcdo do c6lon ascendente
(CASP), endotoxemia através de LPS endovenoso, intraperitoneal, de forma continua ou em
“bolus” sdo formas de obter resposta inflamatdria com vantagens e desvantagens na avaliacdo
de mecanismos. Destaco aqui que os perfis fisiopatoldgicos se assemelham no que se refere a
niveis de citocinas inflamatdrias, tanto na endotoxemia, como nos modelos de ligadura e
ruptura de ceco conforme demonstrado por Villa e colaboradores (Villa et al 1995).

Existem ainda estudos demonstrando que a resposta imune inata como mecanismo de
defesa, por exemplo, na CLP VS CASP sao diferentes quando se usa camundongos sensiveis
e ndo sensiveis a LPS. Neste trabalho, os autores demonstram que a resposta em cada sitio é
diferente e isto modifica a sobrevida (Echtenacher et al 2001), destacando a grande
interferéncia que tem a habilidade do pesquisador em realizar o procedimento cirdrgico na
ruptura e ligadura do cécum para uniformidade das respostas, o que pode influir no resultado
final principalmente se amostra tem um nimero pequeno de animais .

A desvantagem de modelos com endotoxemia descrita se deve ao fato de serem agudos, o
gue somente nos permitiria a avaliagdo nas primeiras horas pds-exposi¢do, nao refletindo
exatamente a condicdo clinica, que se caracteriza pela exposicdo mais prolongada as
endotoxinas associadas as alteracdes de coagulacdo (Fink 1990). Em comparagdo com modelo
de peritonite fecal, apesar desta caracteristica aguda, o tempo de mortalidade se assemelha,
tendo Pilla e colaboradores observados que ap6s 72 horas, 100% dos animais nos dois
diferentes tipos de indugéo j& tinham morrido (Villa et al 1995). Assim, apesar de descrita
como desvantagem pode ser a chave da avaliacdo da resposta inflamatdria sem a interferéncia

de diferentes doses de inoculagdo quando comparados a outros modelos.
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Como vantagens para endotoxemia pode-se destacar, o controle absoluto do momento
do insulto e até mesmo da intensidade do mesmo que permite uma avaliagdo mais uniforme
em todos os animais estudados, independente do pesquisador.

Considerando a uniformidade de avaliagdo, o0 momento agudo pés insulto a ser
avaliado no presente estudo, a avaliagdo é do comportamento microcirculatério inicial da
sepse e sua resposta a introducdo precoce de fluidoterapia com e sem associagdo da
dobutamina, como fator de melhor perfusédo e, portanto, melhor progndstico. O estudo foi
feito de forma randomizada e o uso da endotoxemia pela sua uniformidade permitiu o uso de
poucos animais por grupo.

Neste estudo foi utilizada a dose de 2mg/kg de massa corporal de LPS e observou-se
apos 24h, como sinais de sepse, conjuntivite e letargia. Esse desenho experimental ja foi
desenvolvido por Hoffman e colaboradores ha mais de uma década e é apresentado como
endotoxemia nédo hipotensiva (Hoffman et al 1999).

Em resumo, para este estudo o desenho escolhido foi: uso de endotoxemia pela
necessidade de se ter grupos pequenos, porém com respostas homogéneas, com controle do
tempo de exposicao, sem co-morbidades e sem avaliacdo das citocinas envolvidas. Com vistas
ao estudo da microcirculacdo foi escolhida a técnica de microscopia intravital, que somente
pode ser utilizada em estudos experimentais e é o padrdo ouro para estudo
microhemodindmico. E finalmente, levando em consideracdo o tempo maior que 3 horas de
tratamento, o uso da técnica da janela dorsal tem vantagens sobre as demais pela possibilidade
de observacdo prolongada, somando o fato de permitir o estudo sem efeitos deletérios e
inflamat6rios do manuseio cirirgico e de anestesia, com possibilidade de avaliacdo da

sobrevida.

5.1.3 Discutindo o uso do isoproterenol

Visto a necessidade de avaliagdo da fungéo da dobutamina na endotoxemia como objetivo
principal, o estudo de um B-agonista puro se da, pelo relevante papel desempenhado por
receptores 3 na resposta ao estimulo séptico, quando o blogueio do receptor B; tanto quanto o

estimulo do receptor B, parece ter papel relevante na regulacdo da resposta ao insulto
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(Montmollin 2009). A dobutamina tem como mecanismo de agdo seu estimulo [, porém é
uma droga com estimulo a associado dose-dependente. Questionamentos se fazem quanto a
alteracdo em receptores  na endotoxemia e que mesmo com a piora da perfusdo ainda se tem
preservada na fase inicial a funcao desses receptores (Colin, 2008).

Sabe-se, porem que o isoproterenol é uma droga B-agonista seletivo, tendo seu uso
restrito na préatica clinica pela sua toxidade cardiaca ja descrita ( Zimmer 1997).

A avaliacdo do papel de um B-agonista na recuperacdo da perfusdo tecidual comparando
com a dobutamina é importante para buscar mecanismos que podem contribuir para a resposta
esperada. Cabe ressaltar o papel antiinflamatdrio descrito por Trabold e colaboradores em
neutrdfilos isolados e sua capacidade de expressdo de moléculas de adesdo, observou que
apos o uso de dobutamina ocupando os B-receptores havia uma diminuicdo desta capacidade e
este fenbmeno pode explicar um papel anti-inflamatorio das drogas B-agonistas, assim como
dos B-bloqueadores ( Trabold et al 2007 ).

Outros aspectos dizem respeito a capacidade de resposta a estimulo adrenérgico do
paciente séptico e seu progndstico. Se o paciente que tem efetiva resposta a estimulo
adrenérgico tem melhor prognéstico depende de sua capacidade receptora ou se deve a
inabilidade do tecido em produzir resposta pos-receptoras? Talvez esta capacidade esteja mais
ligada a reserva fisioldgica do que a reserva cardiaca ou de pré-carga (Collin 2008)

Em resumo na sepse o sistema B-adrenérgico tem efeitos diversos nos diversos 6rgdos e
sistemas e o entendimento deste papel na sepse e a modulacdo de sua acdo deve contribuir
para restaurar a resposta imune, metabdlica, cardiovascular e homeostasia da coagulacdo na
sepse e sua manipulacao devera ser cuidadosamente testada em modelos animais antes de seu

uso em pacientes.

5.2 Os resultados encontrados

5.2.1 Densidade capilar funcional

Foi observada a densidade capilar funcional (DCF), medida exata da perfuséo, ou seja, se
existem eritrdcitos circulantes no capilar existe oferta de oxigénio ao tecido. Em ultima
analise é o que interessa ao funcionamento da célula (Ellsworth et al, 2009). A partir do
comportamento da densidade capilar funcional foram avaliadas as demais variaveis, a fim de

obter um melhor entendimento da acéo efetiva que pode levar a melhor perfuséo tecidual.
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Neste estudo podemos ver que a densidade capilar funcional em animais com
endotoxemia induzida por LPS endovenoso, na dose de 2mg/kg de massa corporal, em
“bolus”, o grupo endotdxico que usou a dobutamina na dose de 5 pug/kg massa corporal/min
apos a ressuscitacdo volémica com 40ml/kg de massa corporal em 30 minutos, obteve a
melhor reposta ao longo do tempo em relacdo aos demais, com uma menor perda da
densidade capilar funcional, com diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo
endotoxico sem tratamento, e ao grupo que recebeu dobutamina a 5 e 15 pg/kg massa
corporal/min sem a ressuscitacdo volémica. Temos ainda que em relacdo aos grupos que
recebem ressuscitacdo volémica todos tém melhora na sexta hora independente de associagéo
com outras drogas. Este comportamento de melhora da densidade capilar funcional, em
presenca de ressuscitacdo volémica, ja foi demonstrado em trabalho publicado por Santos e
colaboradores, em hamster endotoxico, avaliando reposicdo volémica com e sem a adi¢do de
dopamina onde observou que, mesmo em presenca de ressuscitacdo volémica, a dopamina é
deletéria a densidade capilar funcional e que o uso de ressuscitacdo salina foi benéfico na
recuperacdo capilar nos grupos estudados (Santos et al., 2011). No presente estudo também se
pode observar que se ndo houver ressuscitacdo volémica, apesar de existir uma tendéncia de
melhora da DCF ndo se obteve diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo
endotdxico com uso de dobutamina, em qualquer das doses testadas. J& o isoproterenol foi
uma droga que em seu uso individual foi capaz de melhorar, com diferenca estatisticamente
significativa, a DCF. Estes dados corroboram o que vimos recentemente publicado por Nacul
e colaboradores, na microcirculacdo da camada muscular do intestino de ratos, com melhora
da perfusdo com uso de dobutamina em dose de 5 pg/kg massa corporal/min associada a
norepinefrina e independente de fluidoterapia (Nacul et al 2010). O aparente comportamento
diverso em relacdo a fluidoterapia poderia ser explicado pelo uso de salina para reposicédo de
perdas cirdrgicas, pois conforme estudos publicados as células endoteliais sdo altamente
sensiveis ao sodio extracelular e esta sensibilidade serve como mecanismo de “feedback” para
regular o fluxo sanguineo local, permitindo aumento de fluxo na presenca de maior
concentracdo de sal, por alteracdo na forca de cisalhamento (shear-stress) e aumento da
producdo local de NO (Oberleithner et al 2010). Destacamos ainda trabalho recente publicado
por Cunha e colaboradores com porcos endotdxicos e inotropicos onde também existe a
reposicdo salina de perdas cirurgicas demonstrando o papel benéfico da dobutamina na dose
de 5 pg/kg massa corporal/min na recuperacdo de fluxo e oferta de oxigénio em parede
intestinal (Cunha et al 2009) comparando com um outro grupo em que o0 uso de dobutamina

sem reposicdo de volume n&o contribui para recuperacdo do fluxo hepatico também em
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porcos endotdxicos (Jakob et al 2012) . A reposicdo salina ndo foi feita no presente estudo nos
grupos que apenas recebem dobutamina e/ou isoproterenol e talvez por isso o uso de
dobutamina como droga unica sem reposicdo ndo mostre melhora significativa na
microcirculacdo. Vimos ainda que a dobutamina em maior dose ndo sO ndo recupera a
densidade capilar funcional, como piora a mesma. Este comportamento foi atribuido a reposta
a-adrenérgico agonista j& descrita por Ishihata e colaboradores em miocéardio de coelho. Os
autores estudaram o comportamento da droga e foi vista a acdo isbmero positiva com
afinidade a-adrenérgica predominante, principalmente em altas doses (Ishihata et al., 1978).
Esses dados sd0 concordantes com achados de avaliagdo farmacocinética e
farmacodindmica da dobutamina em doses progressivas apresentados por Ahonem e
colaboradores em voluntérios sadios quando as mais altas doses provocaram aumento do
débito cardiaco mais relacionado ao aumento da frequéncia cardiaca do que ao aumento de
pressao diastélica e sistdlica (Ahonem et al, 2008). Ainda em nosso estudo podemos observar
que o didmetro arteriolar com altas doses de dobutamina fica significativamente menor do que
0 observado no grupo controle e até mesmo em rela¢do ao grupo endotdxico sem tratamento
com consequente diminuicdo do fluxo arteriolar e tem papel importante na diminuicdo da
densidade capilar funcional observada no grupo de dobutamina com altas doses. Sem fluxo
arteriolar ndo existe densidade capilar, pela propria lei de Poiseuille que rege o fluxo.
Podemos observar ainda que a reposicdo volumétrica, ou melhor, fluidoterapia, tem papel
crucial na recuperacdo da densidade capilar funcional mesmo quando ja estamos a mais de 2
horas do término da mesma, o que vem corroborar estudos feitos em pacientes sépticos
mostrando que a reposicdo volémica precoce ainda na sala de emergéncia destes pacientes é
um preditor de melhor prognostico (Rivers et al 2001). Avaliando o resultado encontrado no
grupo que utiliza o isoproterenol e que mesmo sendo capaz de vasodilatar nao foi capaz de ser
superior aos demais na recuperacdo da densidade capilar funcional. Isto se da devido a
persistente queda da pressdo arterial neste grupo que ndo consegue recuperar mesmo com
aumento da frequéncia cardiaca observado. A taquicardia pode estar contribuindo
paradoxalmente a manter niveis pressoricos baixos pela diminui¢do do tempo de didstole em
situacdo de baixo volume, que seria traduzido por baixo debito e baixa presséo
consequentemente. Isto visto ser o fendmeno observado no grupo que ndo recebe
fluidoterapia; explicando assim a ndo melhora da DCF. Estes achados permitem a “ousadia“
de afirmar que as drogas B-agonistas ndo seriam o principal mecanismo na melhora da
recuperacdo da densidade capilar funcional apesar de trabalhos publicados. Porem e certo

colocar conforme trabalho realizado por Kumar e seus colaboradores que se ainda existe
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reserva de B-receptores para responderem a estimulos externos em situacdo de sepse, este
seria um sinal de melhor prognéstico ( Kumar e al, 2007), mas ndo como droga capaz de
recuperar a oferta de oxigénio aos tecidos por si sO. Destacamos assim que na perfusdo
tecidual, o papel da ressuscitagcdo volémica € fundamental na resposta da densidade capilar ao
longo do tempo de tratamento e que a dobutamina como agente inotropico tem um papel
auxiliar positivo desde que os B-receptores ainda sejam capazes de responder, e que altas
doses desta droga pode ter seu efeito deletério na endotoxemia talvez pela presenca de
estimulo a interferindo no seu efeito dilatador e que o isoproterenol como B-agonista puro
falhou na recuperacdo da densidade mesmo com recuperacdo do volume. Podemos especular

que a reserva de dilatacdo esteja esgotada por si SO.

5.2.2 O diametro arteriolar

Avaliando ainda o papel de melhorar a perfusdo e sabidamente a chegada de fluxo
sanguineo é primordial no controle da perfusdo (Hester and Hammer, 2002), e que o fluxo
tem relacdo direta com a vaso motricidade arteriolar ( Pries and Secomb, 2005), ao
estudarmos o diametro arteriolar, pudemos observar que o uso de ressuscitacdo volémica foi
capaz de prevenir a vasoconstric¢do reativa da endotoxemia, quando todos os grupos que
usaram solucdo salina mantiveram o diametro arteriolar semelhante ao grupo controle e com
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo endotdxico. A vasoconstriccao
reflexa pés LPS vista ja foi documentada por Santos e colaboradores em trabalho anterior
(Santos et al, 2011). Podemos dizer que a capacidade de aumentar a produc¢édo de éxido nitrico
no uso de solucéo salina por aumento do “shear stress” (forca de cisalhamento), ja foi descrito
por Oberleitner e colaboradores em 2010; e a associagdo entre aumentar o 6xido nitrico
atraveés do “shear stress” (Oberleitner, 2010) é mais efetivo ao fluxo local do que o aumento
da presséo arterial (Dunser et al 2009). Destacamos ainda que 0 grupo que usa dobutamina de
15 tem sua vasoconstriccdo acentuada com tendéncia a ser pior do que 0 grupo apenas
endotoxico. O efeito a da dobutamina nos grupos que recebem a droga independente das
doses de 5 ou 15 parece ser a melhor explicacdo para este comportamento e ha evidéncias

com mostrando a a¢do o minima da dobutamina que é progressiva com aumento da dose
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(Ishibata e col, 1978) e evidencia que a reposicdo volumeétrica € primordial na abordagem da
endotoxemia. O isoproterenol como um estimulador p puro também leva a manutengdo do
diametro arteriolar semelhante ao observado no grupo controle, sem conseguir, no entanto,
recuperar com a mesma intensidade a densidade capilar funcional. Nossa hipotese é que
somente vasodilatar ou ndo permitir que haja vasoconstriccdo reflexa ndo € o Unico
mecanismo, ou mesmo ndo é o mecanismo capaz de fornecer uma melhor perfusdo ao tecido.
Conforme trabalhos publicados, os mecanismos de recuperacdo perfusional, ou melhor,
recuperacdo de fluxo sanguineo local objetivando ofertar oxigénio a areas de maior demanda,
o velho conceito fisioldgico de oferta direcionada pela demanda, sdo multifatoriais desde
eritrécito regulador (Ellworth et al, 2009) até modelos de regulacdo através da vaso
motricidade (Pries et al, 2005).

5.2.3 O didmetro venular

O diadmetro venular ndo apresenta qualquer diferenca estatistica em qualquer dos grupos
estudados. O papel de adaptacdo venular como reservatorio de sangue na fase ainda precoce
da endotoxemia ndo permite o estudo do seu comportamento nesta fase do trabalho. Estes
achados estdo de acordo com inimeros outros publicados (Santos et al 2011, Hoffman et al
1999).

5.2.4 A velocidade capilar das hemécias

Existe uma queda acentuada e estatisticamente significativa em todos 0s grupos
endotoxicos desta varidvel e podemos ver com clareza que a reposi¢ao volémica é crucial na
recuperacdo desta velocidade j& na terceira hora, e que na sexta hora o uso de dobutamina de
5 também tem papel importante neste comportamento, € nos grupos com isoproterenol e
dobutamina de 15 apesar de tendéncia de melhora esta ndo é estatisticamente significativa.
Pergunta-se se o papel vasoconstrictor da dobutamina de 15 e o papel vasodilatador com
taquicardia e hipotensdo mais acentuada observada no grupo de isoproterenol possam explicar
estas diferencas de comportamento, quando o efeito deletério das drogas se sobrepde ao efeito
desejado uma vez que o papel da velocidade capilar é essencial na melhor perfuséo do tecido

e talvez seja o principal mecanismo que permita otimizar a densidade capilar funcional,
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quando vimos trabalho publicado por Ellis e colaboradores em dois momentos de estudo de
microcirculacdo em musculo esquelético de rato e observa a heterogeneidade da perfusdo e ao
avaliar o oferta de oxigénio pode ver que a velocidade do eritrocito tem papel regulador no
controle de oferta (Ellis et al, 1994; Ellis et al 2006).

5.2.5 Adesao e rolamento de leucocitos

Em relacdo ao papel antiinflamatério de diminuicéo da adesdo de leucdcitos a parede venular
observado nos grupos estudados, podemos ver gue todos os tratamentos levaram a um efeito
de queda da adesdo e que este papel ndo interferiu diretamente na resposta de melhor
perfusdo. Os receptores B dos leucdcitos, uma vez ocupados pela droga, diminuem a
capacidade destes leucocitos de expressarem moléculas de adesdo (Trabold et al 2007). Ja
outros estudos demonstram que se usamos B-bloqueadores poderemos efetivar uma acéo
antiinflamatéria controladora sobre os efeitos inflamatérios do estimulo B-adrenérgico
presente na sepse. Os resultados encontrados e os beneficios pré e antiinflamatorios dos B-
receptores na sepse sdo conflitantes ( Montmollin et al 2009). Podemos dizer que este
comportamento € dubio, pois se ndo permitimos a mobilizacdo dos leucdcitos também
podemos em longo prazo diminuir a capacidade de defesa do tecido, se aumentamos a
mobilizacdo dos leuctcitos aumentamos a producdo de citocinas e o poder inflamatério da
resposta. Do ponto de vista hemodinamico, neste experimento, este comportamento néo teve
relacdo direta com a recuperacdo da densidade capilar funcional.

A percentagem de leucdcitos rolantes tem relacdo direta com a inflamacdo da
endotoxemia e assim como a adesdo ndo teve participacdo direta na mudanca de
comportamento da densidade capilar funcional. Neste modelo de estudo, em uma regido que
recebe baixa percentagem do debito cardiaco e que somada a leucopenia acentuada na
endotoxemia, 0 uso de valores absolutos para medidas de rolamento ficaria prejudicada, por

isso foi feita a avaliacéo relativa.

5.2.6 As varidveis macrohemodindmicas

5.2.6.1 Frequéncia cardiaca
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A frequéncia cardiaca ndo teve alteracdo significativa nos grupos estudados, exceto no
grupo que usou isoproterenol sem ressuscitacdo em que a FC aumenta significativamente em
relacdo ao controle e LPS. Este comportamento de aumento da FC relacionada a
vasodilatacdo observada com a droga é descrito na literatura como mecanismo caracteristico
dos B,agonistas (Feldman e Bristow, 1990) e que somada a perda de volemia por ma
distribuicdo na endotoxemia (Bateman et al 2003) fez com que a FC no grupo isoproterenol

sem reposicao fosse significativamente mais alta que nos demais.

5.2.6.2 Pressao arterial média

Quanto a PAM observamos queda nos grupos endotoxicos com recuperacdo na sexta hora
daqueles que recebem reposicao volémica associada a inotrépicos, ou seja, estimulo . Apesar
do relato da literatura de que a partir da 2% hora po6s endotoxemia em coelhos ja termos
disfuncdo miocéardica suficiente (Granton et al, 1997) os achados descritos por Pinsky e Rico
em estudo de endotoxemia em porcos descreve a disfungédo ventricular esquerda como mais
tardia, a partir da 4% hora, sendo que no presente estudo foi observado ja na primeira hora
gueda de pressdo e taquicardia, tipo choque hiperdinamico (Pinsky and Rico , 2000). Assim,
podemos observar que apenas usar estimulador  ndo interfere no comportamento da presséo
e que, para haver resposta pressorica, a associa¢do de volume com o inotrépico é essencial. A
perda volémica por ma distribuicdo e extravasamento na endotoxemia tem papel crucial neste
comportamento. Destacamos ainda que nao tivesse relacdo direta entre 0 comportamento da
pressdo e a recuperacdo da densidade capilar conforme ja foi visto no ensaio em humanos por

Backer e seus colaboradores (De Backer et al 2006).

5.3 Variaveis sistémicas

5.3.1 Lactatemia

Quanto as variaveis sisttmicas estudadas vamos destacar o comportamento do lactato,
onde a endotoxemia aumenta significativamente a lactatemia dosada ao final do experimento.

Esses dados corroboram com os dados da literatura, aonde a habilidade de produzir lactato faz
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parte da resposta metabdlica e que, em situacdo de sepse, seu aumento de producdo esta
associado ndo somente a situacdo de hipdxia celular pelo baixo fluxo tecidual. Como este
comportamento faz parte da resposta anaerobica aonde 0 mau aproveitamento do oxigénio
pela célula, ou seja, pela mitocondria e ndo somente a baixa oferta leva a uma situacédo de
hipoxia relativa afetando a producdo de energia e aumento na producdo de lactato (Fink,
2002). Ressalta-se também o aumento da demanda metabdlica j& demonstrado por Levy e
colaboradores, aonde foi observado a inibicdo da producdo muscular de lactato na sepse
humana com uso de ouabaina, droga inibidora da acdo ATPase da bomba sodio- potassio, e
que este mecanismo se da claramente independente da hipoxia (Levy et al 2005). Como o
musculo representa 40% do total de massa corporal e como 0s receptores B, estdo 99% deles
localizados no musculo, o estimulo B,-adrenérgico leva ao estimulo da bomba sodio potassio
ATPase e um aumento do lactato aerobico ( Levy et al, 2008). Estes dados explicam como no
grupo endotdéxico ocorreu aumento de lactato estatisticamente significativo em relagdo ao
controle, assim como no grupo que usou o isoproterenol. Os dados de lactatemia quanto ao
prognostico sdo ambiguos e isto esta de acordo com a sensibilidade as catecolaminas aonde a
habilidade em termos celulares de responder a estimulos adrenérgicos esta relacionada a
melhor prognoéstico (Levraut et al, 2003; Kumar et al, 2007 e Collin et al, 2008). Existe uma
tendéncia de melhora na lactatemia em relacdo a endotoxemia em todos 0s outros grupos
estudados, ndo sendo este, conforme publicacbes em literatura, um preditor de melhor

perfuséo.

5.3.2 Hematdcrito (extravasamento)

Quanto ao hematdcrito, observamos que no grupo endotéxico sem tratamento e no grupo
com uso de isoproterenol sem recuperacdo volumétrica houve aumento significativo em
relacdo ao controle. O hematdcrito tem sido utilizado em estudos experimentais como uma
varidvel indireta de extravasamento de plasma em situacdo de resposta inflamatoria, e
pudemos observar que em todos 0s grupos com endotoxemia houve tendéncia ao seu aumento
em relacdo ao controle, ndo havendo diferenca significativa nem mesmo nos grupos que
recebem volume. Considerando que a colheita se deu ao final do experimento e que 0
extravasamento possa ter se dado ao longo das 5h de endotoxemia observadas e que o tempo

de recuperacdo volémica com solucéo salina tem sido relatado como curto de no méximo 2h,
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a dosagem final do hematdcrito se tornou limitante em nosso estudo, ndo mostrando diferenga

de comportamento entre os tratamentos efetuados.

5.3.3 Leucometria total

A leucopenia observada nos grupos endotdxicos corrobora a queda do numero de
leucdcitos rolantes j& descrita em paragrafo anterior e com o relato da literatura da queda de

leucdcitos acentuada com uso de LPS de E coli ( Hoffman et al 1999).

5.3.4 Glicemia

A glicemia foi baixa em todos os grupos estudados. Os estudos de glicemia em animais de
pequeno porte mostram uma tendéncia a hipoglicemia, explicada talvez pela sua alta demanda
metabdlica e catabolismo oriundo da endotoxemia com baixa reserva. Este comportamento da
glicemia também é observado em lactentes e recém-nascidos humanos que tem como

caracteristicas a sepse hiperdinamica e a baixa reserva metabdlica (Aneja e Carcillo, 2011).

5.3.5 pH sanquineo arterial

O pH apenas mostra diferenca estatistica no grupo do isoproterenol, onde o estimulo B, ja
discutido quanto a producdo de lactato aerébico e anaerdbico deve contribuir para esta

observacao ( Levy et al, 2008). Existe tendéncia de acidose em todos 0s grupos endotdxicos.

5.3.6 PO, arterial

Todos os animais em todos os grupos mantiveram a PO, arterial dentro da normalidade,

sem alteracdo em qualquer dos momentos estudados nem tratamentos efetuados.
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6. Conclusdo

Em conclusao este estudo mostra que o papel da ressuscitacdo volémica € crucial na
resposta da microcirculacdo para melhorar a densidade capilar funcional, que a velocidade da
hemaécia no capilar tem relacdo direta com a melhora na perfusdo tecidual e que associacdo de
recuperacdo volémica com solucédo salina e dobutamina em dose de 5 microgramas /kg /min
apresenta significativa melhora nesta perfusdo. Podemos concluir ainda que o papel
antiinflamatério das drogas estudadas ndo foi determinante para melhora da perfusdo e que a
resposta microhemodinamica é multifatorial em sua fisiopatologia e consequentemente em
sua abordagem, dai o efeito sinérgico da recuperacdo volémica associada ao efeito do

inotropico em dose mais baixa.
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