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Encefalopatia Associada a Sepse: Disfungdo Comportamental, Metabdlica e Mitocondrial

em Modelo de Sepse Abdominal

Resumo

A sepse e sindrome de disfuncdo organica multipla representam um problema clinico de alta
relevancia, principalmente devido a sua grande incidéncia em pacientes criticos e aos seus altos
indices de mortalidade. Apesar de medidas terapéuticas terem sido capazes de diminuir a
mortalidade, observamos que muitos sobreviventes a sepse ndo sdo capazes de retomar suas
atividades usuais. Estudos experimentais em animais sdo uma ferramenta importante para o estudo
da fisiopatologia e da terapéutica da sepse. A encefalopatia associada a sepse (EAS) é muitas vezes a
primeira disfungdo organica a se manifestar. Clinicamente pode se apresentar como sonoléncia,
agitacdo, delirium e coma. A presenca da EAS estd associado a maior mortalidade e pior progndstico.
Muitos pacientes apresentam dano cognitivo a médio e longo prazo que pode ser irreversivel.

Neste trabalho, padronizamos o modelo de injecdo de fezes intraperitoneal em
camundongos Swiss para facilitar o estudo da EAS. No modelo utilizado podemos caracterizar o
choque com queda da pressdo arterial 6 e 24h apds a inducdo da sepse, disfuncdo metabdlica
caracterizada pelo aumento de lactato, disfuncdo hepatica e renal com aumento de uréia, creatinina,
TGO e TGP em 24h. A resposta inflamatéria foi caracterizada pelo aumento de citocinas plasmdticas
e no liquido peritoneal. IL-6 e MIP-1a aumentaram em 6h e 24h tanto no plasma quanto no liquido
peritoneal. IL-1B, citocina de liberagdo precoce, teve aumento no plasma nas primeiras 6h.
Leucdcitos totais, mononucleares e neutréfilos diminuiram no plasma nas primeiras 6h com
tendéncia a recuperagdao em 24h. No liquido peritoneal ha um aumento na contagem de leucdcitos,
mononucleares e neutréfilos mais evidente em 24h. Dano cognitivo foi verificado em animais
sobreviventes apds 10 dias do insulto da sepse. Observamos aumento no consumo de oxigénio pelo
cortex cerebral em 6h e seguido de queda em 24h. Houve aumento na captacdo de glicose pelo
cérebro tanto em 6h e 24h. Aumento no dano oxidativo foi verificado a partir do aumento de TBARS
em 6h nas regides pré frontal, estriado, cortex e cerebelo.

Concluimos que o modelo de injecdo de fezes intraperitoneal é capaz de reproduzir a sepse
clinica nos aspectos inflamatérios e de disfun¢do organica. O modelo também foi capaz de reproduzir
a EAS com dano cognitivo, alteragGes no consumo de oxigénio pela mitocondria, no metabolismo da
glicose e de estresse oxidativo no cérebro. Mudangas no metabolismo energético, associado a
aumento no consumo de glicose pelo cértex cerebral, além da resposta inflamatdria propiciaram o
estresse oxidativo. O conjunto de alteragGes observadas pode justificar o desenvolvimento de dano
cognitivo persistente observado tanto neste modelo quanto na clinica.
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Sepsis associated encephalopathy: behavioral, metabolic and mitichondrial dysfunction in
a model of abdominal sepsis

Abstract

Sepsis and multiple organ dysfunction syndrome represent a clinical problem of great
importance, mainly due to its high incidence in critical patients and its high mortality. Although
therapeutic measures have been able to reduce mortality, many sepsis survivors are not able to
regain their usual activities. Experimental trials in animals are an important tool to study the
pathophysiology and the treatment of sepsis. The sepsis associated encephalopathy is often the first
organ dysfunction to arise. Clinically it may present as drowsiness, agitation, delirium and coma. The
presence of sepsis associated encephalopathy is associated with increased mortality and worse
prognosis. Many patients persist with cognitive impairment that may be irreversible.

In this study, we established a model of abdominal sepsis in mice that facilitates the
study of sepsis associated encephalopathy. From this model we detected cognitive impairment on
the animals that survived sepsis, and acute changes related to sepsis associated encephalopathy as
mitochondrial dysfunction, metabolic changes and oxidative damage. This model is characterized by
the drop of blood pressure 6 and 24h after induction of sepsis, increased blood lactate and increased
urea, creatinine, AST and ALT at 24 hours. Inflamation was characterized by increased inflammatory
cytokines in plasma and peritoneal fluid. IL-6 and MIP-1a increased at 6h and 24h in both plasma and
peritoneal fluid. IL-1B, an early release cytokine, was increased in plasma on the first 6h. Total
leukocytes, mononuclear cells and neutrophils decreased in plasma during the first 6 hours with a
tendency to recovery at 24 hours. Peritoneal fluid leukocytes, mononuclear cells and neutrophils
increased markebly at 24h. We observed an increase in oxygen consumption by cerebral cortex in 6 h
and then decreased at 24 hours. There was an increase in glucose uptake by the brain in both 6h and
24h. Oxidative damage was assessed by the increase of TBARS in 6h at the pre frontal regions,
nucleus striatum, cortex and cerebellum. Cognitive impairment was observed in animals that
survived 10 days after the insult of sepsis.

We conclude that this model was able to reproduce inflammatory aspects and organ
dysfunction observed in sepsis. The model was also able to reproduce sepsis associated
encephalopathy and changes in cognitive damage, oxygen consumption, glucose metabolism and
oxidative damage. Bioenergetic damage associated with high glucose uptake and inflammatory
response leaded to oxidative damage. These acute changes may be responsible for the cognitive
damage observed at this model and on clinical practice.

14



1. INTRODUCAO

Sepse e sindrome de disfuncéo organica maltipla (SDOM) séo as principais causas de
morte em terapia intensiva (Martin e cols., 2003). O tratamento atual para a sepse e suas
conseqiiéncias se baseia em recomendacbes de controle da infec¢do, otimizagéo
hemodinamica e terapias de suporte (Dellinger e cols.; 2004), e a implementacdo destas
medidas foram capazes de diminuir a mortalidade da sepse. Mesmo assim, o nimero absoluto
de mortes por sepse vem aumentando ja que a incidéncia da sepse é crescente (Vincent e
cols.; 2006). Adicionalmente, passamos a observar que esse aumento na sobrevida nem
sempre se reflete em qualidade de vida e muitos pacientes ndo sdo capazes de retomar suas
atividades usuais ap0s o periodo de internacdo na terapia intensiva (Hopkins e cols.; 2006).

Cerca de 70% dos pacientes sépticos desenvolvem algum grau de disfuncédo cerebral
aguda. No longo prazo esses pacientes podem apresentar déficit de memoria e até mesmo
evolucdo para deméncia (Hopkins e cols.; 2006). A encefalopatia parece estar relacionada a
um processo de inflamacdo cerebral, sem evidéncia de infeccdo local, que pode se manifestar
como distarbio de atengdo, desorientacdo, delirium, sonoléncia até coma (Lacobone e cols.;
2009). Muitas vezes a avaliagdo clinica desses pacientes encontra-se prejudicada devido ao
uso disseminado de sedacdo no ambiente de terapia intensiva.

O conhecimento da fisiopatologia da encefalopatia associada a sepse (EAS) ainda é
bastante limitado. O desenvolvimento de novos modelos experimentais que sejam
clinicamente relevantes e reproduzam o acometimento cerebral da sepse em humanos podem
ajudar no esclarecimento dos mecanismos envolvidos. O cérebro pode ser afetado pela
resposta inflamatoria sistémica de diferentes formas. A quebra da barreira hematoencefalica
pode ser um dos mecanismos centrais que favorecem a neuroinflamagéo na sepse. A quebra
dessa barreira fisica permite que substdncias neurotoxicas extravasem para o parénquima
cerebral. Ha geracdo de citocinas locais, alteracbes de microcirculacdo e desequilibrio de
neurotransmissores (Lucas e cols.; 2006).

Esta tese propGe a padronizar um modelo experimental de sepse polimicrobiana em
murinos que dispensa o0 uso de drogas neurotdxicas como anestésicos, e esta associada a
evolucdo para disfuncdo organica multipla. Com esse modelo pretendemos caracterizar 0s
mecanismos envolvidos na fisiopatologia da EAS. Neste estudo focamos no dano cognitivo
presente em animais que sobreviveram a sepse, e em alteragcbes agudas no tecido cerebral
como disfung@o mitocondrial, metabolica e estresse oxidativo.

1.1 Sepse - defini¢des
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As primeiras definicdes de sepse vém provavelmente dos gregos antigos que usavam
os termos ‘“carne podre” ou putrefagdo. Em 1680 ocorreram as primeiras descricdes de
bactérias, ou animalcules, feita por Leeuwenhoek, porém a associacdo de bactéria com
processo infeccioso s6 ocorreu 200 anos depois com Pasteur. Em 1914, Schottmueller relatou
que a liberacdo de microorganismos patogénicos na corrente sanguinea era responsavel por
sinais e sintomas sistémicos propondo pela primeira vez o conceito mais moderno de sepse
(Vincent e col.; 2006)

Desde entdo, diversas terminologias como sepse, septicemia e sindrome séptica foram
utilizadas para descrever a sepse. A fim de uniformizar a terminologia relacionada a sepse, em
1991, membros da ACCP/SCCM se reuniram para estabelecer uma defini¢cdo conceitual e
clinica da sindrome de resposta inflamatoria sistémica (SIRS) e sepse. O uso dessas
defini¢des visa ajudar clinicos e pesquisadores que trabalham com sepse. A padronizacdo cria
critérios especificos para o diagndéstico, estratifica quanto a gravidade e permite a inclusao e
andlise de pacientes em ensaios clinicos.

A SIRS ocorre devido a uma grande variedade de insultos clinicos como pancreatite,
trauma, grande queimado e infeccdo. Seu diagndstico é estabelecido quando dois dos
seguintes critérios estao presentes:

o Temperatura >38°C ou <36 C.

o Freqliéncia cardiaca >90bpm
o Freqliéncia respiratéria >20irpm ou PaC0,<32
o Leucdcitos>12000 ou <4000cels/mm?® ou >10% de bastdes

Quando a SIRS ocorre devido a uma infeccdo, temos o diagnostico de sepse.

Sepse associada a disfuncdo organica e sinais de hipoperfusdo caracteriza a sepse
severa.

O choque séptico é a hipotensdo associada a sepse que ndo responde a reposicdo
volémica adequada (Members of the American College of Chest Physicians e cols.,1992).

A sindrome de disfuncdo organica mdltipla (SDOM) caracteriza-se pela falha
sequencial de oOrgdos e sistemas ndo necessariamente envolvidos no foco priméario da
infeccdo. A resposta inflamatoria sistémica na sepse gera mediadores que juntos com o
estado de hipoperfuséo e hipercoagulabilidade podem produzir danos em todo o organismo.
Uma das primeiras disfuncfes observadas é a cerebral, com confusdo mental, delirium e até
coma. Hipotensdo, insuficiéncia respiratdria, renal, metabdlica e hepatica sdo alguns outros
exemplos. A disfuncdo organica pode ser caracterizada por uma escala de pontuagéo, para
avaliacdo de disfuncdo orgéanica relacionada a sepse (SOFA) (tabela 1.1) (Vincent e cols.,
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1996). Nesta, as principais disfuncbes organicas sdo pontuadas de acordo com a gravidade.

Pontuagdes mais altas estdo relacionadas ao pior progndstico.

Tabela 1.1: SOFA, avaliacdo da disfuncdo organica multipla por sistemas de postos

SISTEMAS 1 ponto 2 pontos 3 pontos 4 pontos
Respiratdrio <400 <300 <200 <100
PO,/FIO,
Neuroldgico Glasgow 13-14 | Glasgow 10-12 | Glasgow 6-9 Glasgow <6
Cardiovascular | Pressdo arterial | Uso de | Noradrenalina Noradrenalia
média dopamina  ou | <0,1 >0,1
<70mmHg dobutamina mcg/kg/min mcg/kg/min
Hepaético Bilirrubina 1,2- | Bilirrubina 2,0 — | Bilirrubina 6,0 — | Bilirrubina
1,9mg/dl 5,9mg/dI 11,9mg/dI >12mg/dl
Coagulacao Plaquetas Plaquetas Plaquetas Plaquetas
<150000/mm® | <100000/ mm® | <50000/ mm*® | <20000/ mm?
Renal 1,2 —1,9mg/dl 2,0 — 3,4mg/dl 3,5 —4,9mg/dl >5mg/dl
Creatinina

Apesar de alta sensibilidade, as definicbes de 1991 sdo pouco especificas e por isso
alvo de criticas. Estudos mais recentes relacionam marcadores bioldgicos com diagndstico e
prognostico da sepse. Alguns exemplos sdo os marcadores de superficie de leucdcitos,
interleucinas (IL), fator de necrose tumoral o (TNFa), proteina C reativa (PCRt),
procalcitonina, STREM-1 (receptor solivel de desencadeamento expresso em células
mieloides) entre outros (Lever e cols., 2007). Desses, a procalcitonina é o que apresenta maior
sensibilidade e especificidade para detectar sepse (Gerlach e cols., 2004).

Diante desses dados uma nova conferéncia foi realizada em 2001 para rever as
definicbes e critérios de sepse de dez anos atras (Levy e cols., 2003). Nesse momento a
inclusdo de biomarcadores no diagndstico da sepse foi discutida. Apos ampla revisdo da
literatura, o grupo achou que essa medida ainda ndo seria adequada e as defini¢fes originais
se mantiveram apesar das criticas. Porém, o grupo sugere um sistema de classificacdo baseado
na Predisposicao, Insulto infeccioso, Resposta do hospedeiro e disfun¢do Orgéanica ou PIRO.
Neste novo sistema, a predisposicdo avalia patologias associadas que podem ter impacto na
sepse modificando o processo da doenca e a sua terapia, COmo a imunossupressdo ou

polimorfismos genéticos em componentes da resposta inflamatoria. O insulto Infeccioso
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identifica bactérias e outros patdgenos assim como o sitio de infec¢do, além de produtos
microbianos como LPS e DNA bacteriano. A resposta refere a marcadores de resposta do
hospedeiro que podem ser clinico como choque ou laboratorial como PCR, IL6 e
procalcitonina. Por fim, a disfuncdo organica identifica a presenca de alteracdes funcionais
em oOrgaos através de scores como 0 SOFA, ou por resposta celular ao insulto, como apoptose
e stress celular.

Alguns desses critérios sugeridos no PIRO ndo estdo disponiveis na préatica clinica da
maioria dos centros de terapia intensiva. O diagnostico a beira do leito deve priorizar critérios
simples, de alta sensibilidade, prejudicando o menos possivel a especificidade. Os critérios
ndo devem deixar duvida uma vez que a abordagem precoce da sepse pode mudar o

progndstico do paciente (Levy e cols.; 2003).

1.2 Epidemiologia

A sepse é a principal causa de morte em unidades de terapia intensiva. Anualmente,
nos Estados Unidos (EUA) 750.000 pessoas tém sepse e desses 210.000 morrem. A idade
média dos pacientes sépticos € de 60 anos e vem aumentando a medida que a populacédo
envelhece. Sepse tende a ocorrer mais tardiamente em mulheres. (Martin e cols., 2003). A
mortalidade permanece alta apesar de avancos em suporte e tratamento desses pacientes
tornando a sepse um problema de saude publica.

A mortalidade da sepse aumenta progressivamente com a idade, sendo de 10% em
criancas e chegando a 38,4% nos pacientes com mais de 85 anos. Esse nUmero pode ser maior
dependendo das comorbidades do paciente. A mortalidade é progressiva de SIRS, sepse, sepse
grave e choque séptico: 7%, 16%, 20% e 46% respectivamente (Rangel-Frausto e cols, 1995).
Nos EUA o tempo médio de permanéncia hospitalar do paciente séptico é de 19,6 dias e 0
custo médio de U$ 22.000,00. O tempo de permanéncia ndo é muito diferente entre
sobreviventes e ndo sobreviventes, porém os ndo sobreviventes estdo associados a um maior
custo. O mesmo ocorre em pacientes com numero maior de disfuncdo organica. O tempo de
permanéncia é parecido, porém o custo sobe de U$ 19.500,00 para aqueles pacientes com uma
disfuncdo para U$32.800,00 para aqueles pacientes com 4 ou mais disfuncbes orgénicas
(Angus e cols.; 2001).

As diferencas de mortalidade por sepse grave de estudos ao redor do mundo estéo
representadas na Tabela 1.2. Na Franca, a mortalidade da sepse é de 35% em 30 dias e de
41,9% em dois meses. 14% dos pacientes admitidos em terapia intensiva preenchem critérios
para sepse grave ou choque séptico (Brun-Buisson e cols., 2004). No Reino Unido, 46% das

diarias de Terapia Intensiva sdo utilizadas por pacientes septicos (Blanco e cols, 2008). Na
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Espanha a mortalidade da sepse grave pode atingir 54% (Blanco e cols., 2008). A incidéncia
de sepse grave na Alemanha é de 76 a 110 casos por 100.000 habitantes e a mortalidade é de
55% (Engel e cols., 2007).

No periodo de 2004 a 2007 estudos prospectivos foram publicados mostrando dados
referentes ao Brasil. O primeiro deles, BASES (Silva e cols., 2004), a idade média dos
pacientes era de 65,2 anos. Dos 884 pacientes que permaneceram internados por mais de 24
horas, 241 (27,3%) desenvolveram sepse grave e 203 (23%) desenvolveram choque séptico. A
mortalidade foi de 47,3% e 52,2% respectivamente.

O Sepse Brazil (Sale e cols., 2006) reuniu 3128 pacientes sépticos em 65 hospitais. A
mortalidade em 28 dias foi se 46,6% chegando a 65,3% no choque séptico. A mortalidade foi
maior em hospitais do Norte, nordeste e centro-oeste. O estudo Progess (Beale e cols.,2003)
envolveu 36 paises. Sete Unidades de Tratamento Intensiva (UTI) brasileiras foram incluidas.
A mortalidade no Brasil foi de 56%, ficando muito acima dos paises desenvolvidos (30%) e
de outros paises em desenvolvimento (45%).

Mais recentemente o estudo COSTS (Sogayar e cols., 2008) incluiu 21 Unidades de
Terapia Intensiva brasileiras. A mortalidade foi de 44,3% e o custo global de U$ 10.595,00. O
custo diario desses pacientes é de U$1.028,00 e esses custos ndo diferem muito entre
instituicdes publicas e particulares.

Em 2002, a Sociedade Européia de Terapia Intensiva, o Forum Internacional de Sepse
e a Sociedade de Medicina Intensiva, na esperanca de melhorar o tratamento do paciente
séptico, se reuniram para forma a Campanha Sobrevivendo a Sepse (Dellinger e cols., 2004).
Usando dados de medicina baseada em evidéncia, elaboraram um guia de recomendagdes para
o tratamento da sepse. A implementacdo e divulgacdo de protocolos baseados nas
recomendacdes é parte essencial da campanha. De 2005 a 2008 hospitais em todo mundo
foram analisados quanto a utilizacdo desses protocolos e resultados. 15022 pacientes de 165
hospitais foram incluidos. A mortalidade caiu de 37% para 30,8% com a implementacdo da
campanha. Esta diminuicdo esta diretamente relacionada as taxas de adesdo de cada unidade
(Mitchel e cols., 2010).

Apesar do avanco que a implementagéo de protocolos pode representar para a questéo
de mortalidade na sepse, a qualidade de vida ap0s a sepse ndo parece ser afetada de maneira
significativa, uma vez que muitos pacientes sobreviventes ndo sao capazes de retomar as suas
atividades usuais. Cerca de um terco dos pacientes em terapia intensiva desenvolve dano
cognitivo a longo prazo que pode ser irreversivel. 35% permanecem com dificuldade de
exercer tarefas funcionais como planejamento e capacidade de tomar de decisbes 9 meses

apos a alta da unidade de terapia intensiva (Hopkins e cols.; 2009)
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Tabela 1.2: Mortalidade hospitalar comparativa entre diferentes estudos epidemioldgicos
referentes a sepse, sepse grave e choque séptico.

Autor Principal Ano N pacientes Pais Mortalidade

Sepse Sepse Grave Choque

Séptico

Greenman 1991 226 EUA 41%
Ziegler 1991 543 EUA 43%
Rangel-Frausto 1995 467 EUA 16% 20% 46%
Brun-Buisson 1995 1052 Franca - 56% 71%
Salvo 1995 67 Italia 36% 52% 81,8%
Sands 1997 1342 EUA 34%
Angus 2001 192980 EUA 28,6%
Alberti# 2002 3239 Europa 17-50% 25,5-56,3%  45,7-66,8%
Martin* 2003 4068819 EUA 17,9%
Annane 2003 8251 Franca - - 61,2%
Padkin 2003 15362 Reino Unido 47,3%
Brun-Buisson 2004 546 Franca - 41,9% -
Finfer 2004 691 Anzics' - 37,5% -
Silva 2004 241 Brasil 33,9% 46,9% 52,2%
Flaatten 2004 6665 Noruega 13,5% 27% 29,3%
Sundararajan 2005 33741 Australia  10,2% 31,1% -
Adrie 2005 713 Franca - 39% -
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Tanriover 2005 63 Turquia - 87,3% -

Zahorec 2005 124 Rep. - 51,2% -
Eslovaca
Sales Junior 2006 521 Brasil 16,7% 34,4% 65,3%
Cheng 2007 318 China - 48,7% -
Engel 2007 415 Alemanha - 55,2% -
Morenof 2008 2052 Global 35,4% 44,9% 52,5%
Ballester 2008 33767 Espanha - 42,5% -
Blanco 2008 311 Espanha - 54,3% -
Rezende 2008 342 Brasil - 64% -
PROGRESS 2009 12570 Global - 49,6% -
PROGRESS 11 2009 969 Brasil - 67,4% -
Kwannimit 2009 390 Tailandia - 21,8% 44.2%
Levy 2010 15022 Global - 30,8% -
Castellanos 2010 384 Espanha - - 37,5%
Total 91- 4393558 - 19% -
2010
Excluindo-se  91- 324739 i 32,9%%

Martin 2003 2009

Estudos 2004- 2073 1% 59,1% 11
brasileiros 09

'Anzics - Australian and New Zealand Intensive Care Society; EUA — Estados Unidos da
América; PROGRESS - Promoting Global Research Excellence in Severe Sepsis; # -
mortalidade foi classificada de acordo com presenca ou auséncia de infec¢bes adquiridas na
enfermaria e na UTI; * - correspondente ao ultimo periodo de observagdo do estudo (1995-
2000); t - parte do estudo multicéntrico SAPS 3; {1 - parte do estudo multicéntrico
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PROGRESS, com dados do desfecho de pacientes sépticos oriundos do Brasil; I - Taxa
calculada excetuando o estudo de Martin e cols., 2003; {f - Taxa calculada apenas com

estudos brasileiros.

1.3 Fisiopatologia da Sepse
1.3.1 Resposta Inflamatoria
A resposta do hospedeiro na sepse comecga com receptores de reconhecimento

de padrdo (PRR) que podem ser de trés familias: 1) receptores Toll Like (TLR); 2) proteinas
repetidoras de dominio de oligomerizacdo de nucleotideo rico em leucina (NOD-LRR); 3)
ativadores de caspase. Padrdes moleculares associados a microorganismos (PAMP) se ligam
aos PRRs que também sdo capazes de reconhecer sinalizadores enddgenos como proteinas de
choque térmico, fibrinogénio, fibronectina, HMGB-1 entre outros (Cinal e cols., 2009).

Receptores TLR induzem uma cascata de sinalizagdo intracelular e ativagéo de fatores
de transcricdo como o fator nuclear Kp (NFKfB) que migra do citoplasma para dentro do
nucleo, se liga a sitios de transcricdo e ativa genes responsaveis pela sintese de proteinas de
fase aguda, déxido nitrico (NO), fatores de coagulacdo e citocinas. Dentre as citocinas
envolvidas na sepse, TNF-o e IL-1B sdo as mais precocemente liberadas. Sdo responsaveis
pelo aumento da expressdo de moléculas de adesdo, que vao resultar em migracdo celular para
os tecidos e estimulam a producdo de IL-6 e IL-10 (Thijs e cols., 1995). A IL-6 é capaz de
ativar o gene da molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) em células endoteliais
favorecendo a migragdo de neutrdfilos além de inibir a apoptose de neutréfilos aumentando a
sua sobrevida e colaborando assim para o processo inflamatorio (Taneja e cols., 2004).

IL-6 aumenta dois a trés dias apds o inicio da sepse e pode ser usado como preditor de
SDOM e mortalidade hospitalar. (Pinsky e cols., 1993; Bernard e cols., 2001; Frink e cols.,
2009). Né&o sobreviventes tém IL-6 mais elevada do que os sobreviventes (Oda e cols., 2005)
e pacientes com pneumonia comunitaria grave que tiveram alta hospitalar ainda com niveis
elevados de IL-6 apresentam menor sobrevida em um ano (Yende e cols., 2008).

As caspases tém funcdo de citocina pré inflamatoria, facilitando a eliminacdo de
microorganismo e a producdo de espeécies reativas de oxigénio. Sdo importantes no processo
de apoptose, regulacdo celular e inflamacgdo. Um dos seus principais alvos é a enzima DNAse
ativada por caspase que € responsdvel pela fragmentacdo do DNA na morte celular
programada (Cinel e cols.; 2009).

Proteina inflamatéria de macréfago 1o (MIP-1a) € uma quimiocina pr6 inflamatoria
que aumenta a quimiotaxia de leucécitos. E capaz também de inibir a proliferacéo de células

hematopoiéticas. Animais nocaute para MIP-1a tém resposta inflamatoria ao virus influenza
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reduzida e se tornam resistentes a miocardite induzida pelo coxsackievirus que ocorre por
mecanismo autoimune (Opal e cols., 1998).

Dentre as citocinas antiinflamatorias, 1L-10 desempenha papel fundamental. E
produzida por células B, linfécitos T, macrdéfagos, monacitos, neutréfilos e células epiteliais.
Liga-se diretamente a receptores celulares e inibe a ativagdo do NFKP e conseqiientemente a
producdo de citocinas pro inflamatorias e 6xido nitrico (Opal e cols., 1998). IL-10 é capaz de
desativar macrofagos, impede quimiotaxia e degranulacdo de neutréfilos e contrapde o
aumento de sobrevida de neutrofilos induzidos por outras citocinas.

Diversas outras citocinas pro e antiinflamatérias sdo liberadas na sepse e o
desequilibrio entre elas favorece a inflamacdo com migracdo e adesdo de neutréfilos e
mondcitos, ativacdo de macréfagos e alteracdo da permeabilidade vascular, disfuncédo

endotelial, além de vasodilatacéo arteriolar.

1.3.2 Coagulagéo

Existem inimeras evidéncias que correlacionam inflamacg&o e coagulacdo. Inflamacéo
sistémica é capaz de iniciar a cascata de coagulacdo, assim como a coagulacdo é capaz de
perpetuar o estado pro inflamatério. A disfungédo endotelial esta intimamente relacionada com
a agregacdo plaquetaria e formacdo de microtrombos (Levi e cols., 2010). Além de atividade
procoagulante exagerada, durante a sepse, vias anticoagulantes encontram-se deficientes. A
atividade procoagulante costuma ser regulada por trés vias fisioldgicas aniticoagulantes:
antitrombina, proteina C e inibidor da via do fator tecidual (TFPI). Na sepse essas trés vias
estdo deficientes, favorecendo o estado prd-coagulante. Niveis de antitrombina encontram-se
baixos pela diminuicdo na sintese e aumento na degradacdo. A via da proteina C encontra-se
deficiente desde a sintese, passando pela sua ativacdo, ligacdo com a proteina S, até a
regulacdo negativa de seus receptores. O papel do TFPI na sepse ainda ndo foi bem
esclarecido, mas a sua administracdo no estado recombinante bloqueia a producdo de
trombina induzida pela inflamacdo. Além disso, a fibrindlise, durante o processo
inflamatdrio, encontra-se completamente deficiente, ndo é capaz de remover a fibrina e

favorece a trombose microvascular (Gando e cols., 2010).

1.3.3 Alteragdes no metabolismo energético na inflamacéo
O conjunto de alteragdes inflamatorias e trombdticas na microcirculacdo leva a uma

limitacdo na oferta de oxigénio (O) principalmente na fase aguda da sepse. Neste momento,
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medidas que aumentem a oferta de O, para os tecidos parecem ser muito eficientes em
diminuir a resposta inflamatoria exagerada na sepse (Rivers e cols., 2007). Apés a fase aguda,
0 aumento na oferta de O, ndo é vantajoso e 0 que se observa é uma queda a na utilizagdo de
O, a nivel celular, conhecido como hipdxia citopatica (Fink; 2001). Uma vez que a maior
parte da utilizacdo de oxigénio celular ocorre em uma organela particular chamada
mitocdndria, parece bastante plausivel que as alteragdes na tensdo de oxigénio observadas na
sepse sejam decorrentes de alteracbes funcionais nesta organela.

A mitocondria desempenha um papel central na homeostase energética e redox
celular, uma vez que é responsavel pela producdo de pelo menos 90% do ATP celular
(Saraste; 1999) e de uma quantidade significativa de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Halliwell; 2006). A producdo de ATP por esta organela se da por um processo que envolve a
utilizacdo de O, e é conhecido como fosforilacdo oxidativa. Neste processo, o0s elétrons
oriundos do metabolismo de nutrientes reduzidos, sdo encaminhados até os complexos da
cadeia transportadora de elétrons (CTE) tendo como destino final o oxigénio. Ao longo deste
transporte, a energia dos elétrons é utilizada para a formacdo de um gradiente eletroquimico
de protons através da membrana interna mitocondrial. A sintese do ATP é mediada por um
complexo proteico localizado na membrana interna mitocondrial, chamado ATP sintase, e que
utiliza a energia do gradiente eletroquimico na producdo e liberacdo do ATP da enzima. Uma
representacdo esquematica deste processo € mostrada na figura 1.1 (Harrois e cols.; 2009).

A glicélise representa uma das vias metabdlicas centrais no metabolismo energético
celular uma vez que fornece poder redutor para a fosforilacdo oxidativa. Esta via metabdlica é
praticamente universal. A gliclise compreende um conjunto de 11 reacGes envolvidas na
transformacéo de glicose em piruvato. De forma geral, as reacOes catalisadas pelas enzimas da
glicolise envolvem a conversdo do esqueleto carbdnico da glicose em duas trioses e
paralelamente, a producédo de 2 moléculas de NADH, e quatro moléculas de ATP. No entanto,
como as primeiras reagdes desta via sdo termodinamicamente desfavoraveis, ha a necessidade
de se utilizar duas moléculas de ATP para cada molécula de glicose metabolizada. Assim, 0
saldo energético final desta via € de 2 moléculas de ATP para cada mol de glicose, um saldo
bem menor comparado a oxidacdo completa da glicose pela fosforilagdo oxidativa (que pode
produzir 34 ATPs/mol de glicose). Assim, esta via é considerada de baixa eficiéncia do ponto
de vista energético, mas tem a vantagem de poder ocorrer em condi¢Ges desfavoraveis, como
por exemplo em hipdxia ou andxia além do fato de produzir ATP mais rapidamente do que a
fosforilagdo oxidativa. Na auséncia de oxigénio, o piruvato é convertido, através da reacdo
catalisada pela lactato desidrogenase, em lactato. Na presenca de O,, 0 piruvato €

completamente oxidado e descarboxilado na mitocondria em CO,, NADH e FADH2 através
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das reacOes do ciclo de Krebs. As moléculas de NADH e FADH, sdo posteriormente
oxidadas, transferindo seus elétrons para os complexos da CTE mitocondrial. Em situacGes
de hipoxia/andxia, que implicam numa reducdo significativa da fosforilagdo oxidativa, 0s
niveis celulares de ATP ndo sdo significativamente alterados em alguns tecidos ja que a
metabolizacdo da glicose atraves da fermentacdo é aumentada (Mayes e col.; 2003).

TNF-0 ¢ NO sédo capazes de inibir o carreamento de elétrons na cadeia respiratoria.
Quando a concentracdo de O, encontra-se baixa 0 NO se liga de forma reversivel a cadeia
respiratoria mitocondrial. Quando em concentracdes mais altas, 0 ON é capaz de se ligar ao
anion superdxido (O, ), ambos abundantes na sepse, formando peroxinitrito (ONOO").
Peroxinitrito reage com a maioria dos componentes da cadeia transportadora de elétrons.
Além disso, peroxinitrito aumenta a permeabilidade na membrana mitocondrial externa e
consequentemente, a permeabilizacdo da membrana interna, levando a dissipacéo do potencial
de membrana e interrupcao da transferéncia de elétrons (Horrois e cols., 2009).

Mudancgas na estrutura da mitocondria também sdo observadas durante a sepse. Ha
perda na estrutura da membrana e inchamento da mitocondria (Singer e cols., 2007). Crouser
e colaboradores (2002) foram capazes de mostrar uma correlacdo direta entre a severidade no
acometimento da estrutura da mitocondria e a magnitude de disfungdo na respiragdo
mitocondrial.  Genes que codificam as enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial

encontram-se pouco expressos na sepse (Singer e cols.,2007).
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Figura 1.1: Representacdo esquematica da cadeia respiratdria mitocondrial. I, 11, 11l e

IV sdo complexos I, I, 11l e IV da cadeia respiratdria mitocondrial. B-oxidacao e o ciclo de

Krebs produzem NADH e FADH que doam elétron para o complexo I e Il respectivamente. O
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Eletro transita para o complexo Il e IV e gera um gradiente de prétons pela membrana
interna. O gradiente de proton € transformado em ATP no complexo V (ATP sintase)
Acylcoa, acyl coenzima A; FAD, dinucleotideo flavina adenina (forma oxidada); FADH,
flavina adenina forma reduzida); LDH, desidrogenase latica; NAD, dinucleotideo adenina
nicotina (forma oxidada; NADH, nicotina adenina (forma reduzida) (Harrois e cols.; 2009).

Pode-se concluir que apds todas as alteracbes descritas, a producdo de ATP pela
mitocondria durante a sepse pode estar diminuida. A utilizacdo de O, para producdo de ATP
por mitocondrias do rim e cérebro diminui ap6s 24h da inducéo de sepse (Mela e cols., 1983).
Em modelo de sepse em rato, foi possivel observar aumento na fosforilagdo nas primeiras 6h
seqguido de queda ja em 18h (Ohtoshi e cols., 1984). O efeito do tempo de infeccdo na
capacidade oxidativa da mitocondria, também foi demonstrado através de ressonancia por
espectroscopia (Mizobata e cols.,1995). Rosser e colaboradores (1998) demonstraram um
aumento maximo no consumo de O, por hepatdcitos expostos a endotoxinas em 6h e

depressao significativa desse consumo em 24h.

1.3.4 Disfunc¢do organica multipla

A maneira como as alteracdes agudas da sepse levam a SDOM ndo esta
completamente esclarecida. Um esquema fisiopatoldgico foi proposto na figura 1.2. O
metabolismo energético celular e o sistema de oferta e demanda de ATP estd diretamente
envolvido (Carré e col.; 2008). Como ndo ha evidéncia de morte celular nos 6rgéos
acometidos pela sepse (Hotchkiss e cols.; 1999) acredita-se que a célula seja capaz de adaptar
seu fenotipo, ocorre a hipdxia citopatica e inabilidade da célula de utilizar oxigénio
independente da oferta. Essa diminui¢do no metabolismo celular se assemelha a condicdo de
hibernacdo que permite a sobrevivéncia de alguns animais em situacfes adversas (Singer e
cols.; 2004).

No estudo de Brealey e colaboradores (2004), disfuncdo organica e pior prognéstico
estdo associados a super producdo de 6xido nitrico e disfuncdo mitocondrial. Nesse estudo, o
complexo II, Il e IV permaneceram inalterados enquanto a atividade de complexo | foi
diminuindo de acordo com a severidade da sepse sendo associado a queda na concentracao de
ATP no figado e masculo de ratos.

Em humanos, alteragdes mitocondriais durante a sepse foram demonstradas por

Singer e colaboradores (2007). H& associacdo entre disfuncdo organica e disfuncéo
mitocondrial. O aumento no tamanho da mitocondria esta associado ao pior prognostico.
Subunidades de proteinas da CTE encontram-se diminuidas principalmente nos ndo

sobreviventes. RNAm do co-ativador transcricional da biogénese mitocondrial (PGC-1a. ) e a
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Mn-superdxido dismutase sO estavam aumentados em sobreviventes sugerindo que a
respostas antioxidantes e que estimulam a biogénese mitocondrial estdo envolvidas com

melhor progndstico (Carré e cols.; 2010).
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Figura 1.2: Interacdes sistemicas na fisiopatologia da disfuncdo organica multipla.
ROS, espécies reativas de oxigénio; RNS, espécies reativas de nitrogénio; TF, fator tissular,
PAI-1, inibidor do ativador do plasminigénio 1.

1.4 Encefalopatia Associada a Sepse

O acometimento cerebral na sepse, conhecido como EAS, é freqliente podendo atingir
até 71% dos pacientes com sepse grave (Young e cols., 1990). A disfuncéo cerebral na sepse
é precoce, sendo muitas vezes a primeira disfuncdo organica a se manifestar (Moreno e cols;
1999). A presenca de disfuncdo cerebral estd associada a pior progndstico (Sprung e cols.,
1990), maior mortalidade em 30 dias ( Russel e cols.; 2000) e é um preditor independente de
pior desfecho nos pacientes sépticos (Sharshar e cols., 2007). EAS clinicamente caracteriza-
se por pensamento lentificado, desorientacdo, delirium, crise convulsiva e até coma.

Recentemente, o delirium em pacientes ventilados mecanicamente foi diretamente
relacionado com o dano cognitivo a médio e longo prazo (Girard e cols.; 2010). A
performance cognitiva dos pacientes foi analisada em 3 e 12 meses e em mais de 70% dos
casos os testes permaneciam alterados em um ano. A maioria dos pacientes com dano
cognitivo persistente apresenta falha de memdria, alteracdo de funcdo executiva, déficit de
atencdo, na velocidade de processamento, na fungdo intelectual e até alteracdo visual

(Hopkins e cols.; 2009). Essas alteraces tendem a melhorar ao longo do tempo, porém estudo
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com acompanhamento superior a seis anos mostrou que esse déficit pode ser permanente
(Rothenhausler e cols.; 2001).

O diagnéstico da EAS é principalmente clinico e de exclusdo. A tomografia
computadorizada costuma ser normal. O eletroencefalograma (EEG) mostra lentificacdo e
diminuicdo principalmente da onda alfa e essas alteracfes estdo relacionadas a diminuicéo do
fluxo sanguineo cerebral medido nas primeiras 24h ap6s a inducdo de endotoxemia por LPS
em ratos Wistar (Semmler e cols.; 2008). O EEG pode mostra alteracbes mesmo antes de
sintomas clinicos aparecerem (Wilson e cols., 2003). E um exame de alta sensibilidade, porém
de baixissima especificidade (Semmler e cols., 2008), tornando seu uso a beira do leito
bastante limitado.

O exame clinico e teste especificos para avaliacdo de delirium sdo as principais
ferramentas para o diagnostico. O método ouro é a aplicacdo do Manual de Diagnostico e
Estatistica para Desordens Mentais (DSM) IV. Este método é especificamente sensivel para
pacientes hospitalizados e com doenca aguda (Laurila e cols.; 2004). No entanto, a sua
aplicacdo exige treinamento extenso, conhecimento profundo do manual e tempo que nem
sempre esta disponivel na rotina das UTI. A fim de facilitar esse diagndstico, outros testes
como o0 CAM (Confusion Assessment Methos; Inouye e cols.; 1990) ganharam importancia.
Neste teste cinco critérios sdo utilizados para o diagnéstico de delirium. S&o avaliados a
instalagdo aguda, a caracteristica flutuante, a falta de atencdo, o pensamento desorganizado e
o nivel de consciéncia alterado.

Nem sempre a avaliacdo clinica e aplicacdo de testes para diagndstico de delirium séo
possiveis no ambiente de terapia intensiva, pois grande parte dos pacientes sépticos,
principalmente os mais graves, encontra-se sedados. Protocolos de interrupgdo diaria de
sedacdo podem favorecer essa avaliacdo além de diminuir o tempo de ventilagdo mecénica e
de internacdo em terapia intensiva (Kress e cols.; 2000).

O uso de imagens de ressonancia magnética (RMN) evidenciou mudancas estruturais
no cérebro de pacientes sépticos. Edema vasogénico e citotoxico e ruptura da barreira
hematoencefalica podem ser observados na RNM de suinos sépticos (Bozza e cols., 2009).
Em humanos a RNM mostra acometimento principalmente de substancia branca e sugere
lesdio na barreira hematoencefalica. A lesdo € progressiva e a quantidade de
leucoencefalopatia parece estar diretamente relacionada com a gravidade do choque e com
pior progndstico (Sharshar e cols., 2007). Especificamente em pacientes com sepse e
disfungdo pulmonar, a RNM mostra alteracbes em 53% dos pacientes incluindo atrofia

cerebral e aumento ventricular (Hopkins e cols.; 2006).
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A analise de necropsia do cortex de 23 pacientes que morreram de choque séptico
realizada por Sharshar e colaboradores (2004) mostrou que o dano cerebral € difuso e esta
relacionado a apoptose do centro autondmico neuronal. Hemorragia ocorreu em 26% e
micro-abscessos em 9%, leucoencefalopatia multifocal necrotizante em 9% e isquemia em
100% dos cérebros analisados. Isquemia também estava presente nos outros grupos de
pacientes de terapia intensiva incluidos no estudo, no entanto, nos pacientes que faleceram de
choque séptico, a isquemia é mais evidente nos centros autonémicos.

Durante muito tempo o conceito de “privilégio imune” foi atribuido ao cérebro.
Acreditava-se que o cérebro ndo seria acometido e nem contribuiria para a resposta
inflamatoria.  Hoje, sabemos que isso ndo é verdade e que o cérebro apresenta sinais
classicos de inflamacdo, bem parecido em alguns aspectos com o que observamos em outros
orgdos (Flierl e cols.; 2010). O aumento da permeabilidade vascular permite a passagem de
mediadores inflamatdrios e interacdo com células do sistema nervoso central (SNC). O SNC
ndo € sO suscetivel, mas contribuidor ativo na resposta inflamatéria. As células do SNC
percebem insultos periféricos e rapidamente, em até 30 minutos, e podem gerar mudancas
neuroendocrinas. Como em outros tecidos, ha liberacao de citocinas, radicais livres e ativacao
do complemento que agem localmente causando sintomas neuroldgicos e a distancia
perpetuando a resposta inflamatéria (Lucas e cols., 2006).

O cérebro possui maior taxa de consumo de O, por grama de tecido e dispdes de
poucas defesas antioxidantes. Essa caracteristica o torna bastante suscetivel durante sepse. O
aumento de marcadores especificos de injaria cerebral, como enolase neurénio especifica e a
proteina S-100B ocorre na maioria dos pacientes com EAS(Lacombe e cols., 2009). S-100p3
estd relacionada com a extensdo da injaria cerebral. Valores acima de 4pg/dl estdo
relacionados a isquemia e hemorragia visto em tomografia, enquanto valores 1-2ug/dl estéo
associados a infartos microembolicos na ressonancia magnética. O aumento da S-100p tem
associacao direta com a alta mortalidade e é um preditor independente de sobrevida na terapia
intensiva (Lacombe e cols., 2009).

TLR estdo presentes na microglia, astrécitos e oligodendrécitos. A resposta
inflamatdria parece ocorrer de maneira semelhante a outros 6rgdos (Wilson e cols., 2003).
Citocinas pro inflamatdrias como IL6, IL1B e TNFo encontram-se aumentadas na EAS e
estimulam a produgdo de NO induzida pela oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (Wilson e
cols., 2003). NO é um fator importante para a autoregulacéo cerebral, € capaz de reagir com
fatores oxidantes, induzir a producdo de peroxinitrito e interferir na cadeia respiratoria

mitocondrial (Andersen e cols., 2004).
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H& uma ineficiéncia no metabolismo mitocondrial com mudanca no potencial de
membrana e aumento do consumo de oxigénio ndo relacionado a sintese de ATP (Davila e
cols., 2008). Este aumento no consumo de oxigénio pode estar relacionado ao aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativacdo da cascata de apoptose (Merenda
e cols., 2006). Dano oxidativo ocorre nas primeiras 6 h no cérebro de animais sépticos e isso
esta diretamente relacionado a um desequilibrio de enzimas antioxidantes (Barichello e cols.,
2006).

A maneira como essas alteracfes agudas resultam em dano cognitivo a longo prazo é
desconhecida. Uma sugestdo de fatores envolvidos esta representado na figura 1.3. O tempo
de hipdxia, choque e delirium dentro da terapia intensiva parecem ser fatores relevantes.
Idosos, que sdo aproximadamente 60% da populagdo em terapia intensiva sdo mais suscetiveis
e apresentam mais comorbidades como doenca neurovascular que esta associada a alteracéo
neurocognitiva. A permanéncia em terapia intensiva é fator desencadeante e acelerador de
deméncia (Hopkins e cols.; 2010).

Né&o ha tratamento especifico para o EAS. Diminuir o tempo de hipoxemia e choque
com terapias de suporte e reposicdo volémica nas primeiras 6h pode diminuir a SDOM
(Bozza e cols.; 2010). O uso de dotrecogina alfa (ativada) é capaz de atenuar EAS severa e a
evolugéo de pacientes graves (Spapen e cols.; 2010). Muitos pacientes necessitam de terapia
de reabilitacdo e tem a qualidade de vida bastante prejudicada ap6s uma Unica internagdo em

terapia intensiva.
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Infecgdo SNC
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Infeccdo — inflamacdo sistémica
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Injaria neuronal

Delirium, deméncia e pior progndstico a longo prazo

Figura 1.3: Fatores envolvidos na fisiopatologia da encefalopatia associada a sepse.
BHE, barreira hematoencefalica; SNC, sistema nervoso central.

1.5 Modelos Experimentais

A complexidade da sepse faz com que estudos clinicos e terapéuticos em humanos
sejam de dificil realizacdo. Modelos animais foram desenvolvidos a fim de criar situagoes
semelhantes a pratica clinica propiciando o estudo da fisiopatologia e tratamento da sepse.

Modelos animais sdo de facil reproducdo e podem ser usados em testes preliminares de
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agentes terapéuticos. No entanto, quando se faz uma revisdo de terapias propostas a partir de
testes em modelos experimentais vemos que menos do que 10% resulta na aprovagdo de
tratamento clinico (Marshall e cols., 2005). A condicdo humana de choque e sepse é
extremamente heterogénea e a sua traducdo para um modelo experimental requer que se leve
em consideracdo ndo s6 o insulto desencadeador, mas também as intervencbes e
comorbidades envolvidas. N&o existe um modelo animal ideal que consiga reproduzir
fielmente a sepse, o que néo significa que os modelos experimentais devam ser abandonados,
mas sim aperfei¢oados.

Um fator interessante do modelo experimental € como uma mesma intervencao pode
causar resultados distintos dependendo do modelo usado. Nenhum modelo experimental pode
fornecer dados definitivos sobre a eficicia de um determinado tratamento. Parece interessante
a idéia de que uma Unica terapia seja testada em diversos modelos e em diferentes condicdes
experimentais. Vale a pena lembrar que na maioria das vezes o modelo é realizado em
animais jovens e previamente saudaveis o que difere bastante do que encontramos na pratica
clinica.

O modelo de puncéo e ligadura do ceco (CLP) vem sendo usado ha mais de 25 anos
(Wichterman e cols.; 1980) e 4 considerado atualmente o modelo ouro para estudo da sepse.
O animal é anestesiado e submetido a um procedimento cirurgico. O ceco é exposto, ligado e
perfurado causando uma sepse abdominal polimicrobiana e produzindo um quadro infeccioso
agudo com toxicidade do hospedeiro (Hubbard e cols., 2005). A gravidade do modelo é
controlada pelo nimero e pelo tamanho das perfuracbes realizadas no ceco. Reposicao
volémica e antibidtico podem ser usados nesse modelo e reduzem a mortalidade em 50-75%
(Deitch; 2005). Desta forma pode-se adaptar 0 modelo para uma morte em poucas horas ou
mais tardia.

O modelo CLP leva alteracbes hemodinamicas e metabdlicas. Observa-se uma
resposta inflamatoria, aumento na producdo de citocinas, presenca de apoptose e resposta
imune semelhantes a encontrada em seres humanos (Remick e cols., 2005). A grande
desvantagem do modelo é a sua reprodutibilidade. A técnica permite grande variabilidade e os
resultados podem ser diferentes dependendo do treinamento técnico de quem executa o
procedimento.

Outro modelo de sepse abdominal polimicrobiana é a peritonite por stent em colon
ascendente (CASP). E em procedimento cirirgico e necessita do uso de anestésicos. Um stent
é colocado no colon ascendente permitindo a comunica¢do do interior da alca com o
peritonio. Ha& extravasamento de fezes e a gravidade pode ser controlada pelo didmetro do

stent (Deitch e cols., 2005). Este modelo permite o uso de reposi¢do volémica e antibidtico,
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mas a sua tecnica de execucdo é ainda mais complexa do que o CLP sendo um modelo pouco
utilizado.

O uso de anestésico, necessario nesses modelos cirdrgicos, pode trazer efeitos
colaterais significativos. Os anestésicos inalatorios podem causar alteracdes cardiovasculares,
opioides e benzodiazepinicos podem ser antiinflamatorios (Dyson e cols., 2009). Existe uma
associacéo relevante entre 0 uso de sedativos e o desenvolvimento de delirium (Kress; 2010).
Mesmo o uso intermitente dessas drogas pode trazer maleficios e ha relagdo entre a anestesia
e o desenvolvimento de delirium no pés operatorio (Heymann A e col.; 2010).

Outra maneira de desencadear sepse no animal é usando modelos de endotoxemia.
Neles, uma toxina exdgena € administrada para simular no animal as mudancas
fisiopatolégicas que ocorrem durante a sepse (Buras e cols., 2005). Toxinas podem ter
diversas vias de administracdo: intravenoso, intra-abdominal e traqueal sdo alguns exemplos.
A toxina mais comumente usada € o lipopolissacarideo (LPS). O LPS faz parte da membrana
de bactérias gram negativas, se liga ao TLR e é capaz de desencadear a resposta inflamatéria
da sepse.

Apesar da facilidade técnica e pouca variabilidade, o0 modelo de administracdo de
toxina ndo parece reproduzir toda a complexidade da sepse. A administracdo de toxina intra-
abdominal tem grande semelhanca ao CLP quando analisado mortalidade, alteracfes motoras
e hamatoldgicas. No entanto o aumento de citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-6 é pontual e
transitdrio, enquanto no CLP, assim como no humano, 0 aumento de citocinas se sustenta por
um tempo mais prolongado (Dyson e cols., 2009).

Tentando manter o conceito de facilidade técnica e pouca variabilidade, a inoculagao
de bactérias por diferentes vias (intravenoso, intra-abdominal e instilacéo traqueal), parece ser
uma alternativa interessante, uma vez que ndo se trata apenas da administracdo da toxina, mas
da bactéria integra. A instilacdo traqueal parece ter bons resultados em reproduzir a sepse
pulmonar. Porém, quando administrada via intravenosa ou intra-abdominal a bactéria
inoculada n&o parece capaz de se multiplicar desencadeando um processo infeccioso. Em vez
disso, a bactéria deflagra apenas uma resposta inflamatoria transitoria, é rapidamente
fagocitada, e o resultado é um modelo parecido com a inoculagdo de LPS (Dyson e cols.,
2009).

A injecdo de fezes intraperitoneal € um modelo que se assemelha ao modelo CLP por
produzir sepse polimicrobiana, porem sem precisar do uso de anestésicos ou de procedimento
cirargico. E um modelo pouco utilizado por haver relatos de causar sepse rapidamente,
levando a morte ou recuperacao do animal em pouco tempo (Rittirsch e cols., 2007), seguindo

0 padrdo do modelo de endotoxemia. No entanto, um estudo mostrou que com 0 uso de
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reposicdo volémica e antibidtico, o0 modelo de injecdo de fezes é capaz produzir peritonite e
sepse com caracteristicas semelhantes a do ser humano, inclusive com disfun¢do orgénica

maltipla e mitocondrial (Breadley e cols., 2004).

2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta tese é padronizar um modelo de sepse peritoneal em murinos e
caracterizar a resposta inflamatéria e disfuncdo organica multipla neste modelo. A partir do
modelo padronizado deu-se énfase no estudo da EAS com caracterizacdo de alteragdes

comportamentais, inflamatorias metabdlicas e oxidativas.

2.2 Objetivo especifico

- Analisar sobrevida em modelo de injecdo de fezes intraperitoneal.

- Caracterizar o padrdo da resposta inflamatdria através de analise de biomarcadores e
de celularidade total e especifica no sangue e peritonio.

- Caracterizar a disfuncdo organica no modelo a partir da analise de bioquimica

plasmatica.
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- Caracterizar o dano cognitivo em animais que sobrevivem a sepse.
- Verificar a disfuncdo mitocondrial cerebral em modelo de sepse peritoneal
- Avaliar as alteracdes na captagdo de glicose cerebral de animais sépticos.

- Caracterizar o dano oxidativo no cérebro de animais sépticos.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1  Desenho experimental

Para realizagdo deste estudo foram utilizados 240 camundongos Swiss. Todos 0s
pardmetros foram avaliados 6 e 24 h ap6s a inducéo da sepse com excegao do dano cognitivo,
experimento realizado nos animais que sobreviveram a sepse apds 10 dias. Os mesmos
protocolos foram realizados para os animais controle. Ap6s 6 h da inducdo da sepse 10
animais foram usados para medida de presséo arterial e coleta de sangue da cauda. 60 animais
foram eutanasiados para avaliagdo de bioquimica, citocinas plasmaticas e em liquido
peritoneal, celularidade total e diferencial no sangue e no liquido peritoneal, e disfuncao
cerebral (consumo de oxigénio mitocondrial, captacdo de glicose, producdo de TBARS e de
citocinas no cérebro). O restante dos animais recebeu antibidtico Imipenem 10mg/kg diluido
em salina 0,2ml via subcutanea. Desses animais, 30 foram observados quanto a mortalidade,
10 usados para medida de pressédo artéria e coleta de sangue da cauda, 60 foram eutanasiados
em 24 h para as mesmas analises realizadas com o0s animais em 6 h e 32 animais foram

avaliados no décimo dia quanto ao dano cognitivo (figura 3.1).
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Figura 3.1: Desenho experimental. Foram utilizados 240 camundongos Swiss. 60 eutanasiados
para andlise em 6 horas. O restante recebeu antibiético imipenem . Desses, 30 foram
observados quanto a mortalidade, 10 tiveram a pressao arterial aferida e sangue colhido da
cauda, 60 foram eutanasiados em 24h para as mesmas analises realizadas em 6 horas, e 32
avaliados quanto ao dano cognitivo em 10 dias

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos pesando 25-35g provenientes do Centro
de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da FIOCRUZ. Durante a permanéncia dos
animais em nosso bioteério, estes foram mantidos em temperatura constante (25°C), com ciclo

de 12h claro/escuro e livre acesso de agua e comida.

3.3 Preparo e injecdo de fezes

As fezes foram recolhidas do intestino grosso de camundongos Swiss que foram
submetidos a eutanasia em camara com atmosfera rica em CO,. Cada animal foi capaz de
fornecer em torno de 1g de fezes. Foram adicionadas as fezes solucdo salina estéril para que
fosse obtido uma dose de 5mg de fezes para cada 1 grama de peso do animal, chegando ao
méaximo de 150mg de fezes diluidas em 0,5ml de salina estéril. O material foi centrifugado a
800rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi usado para injecdo por via intraperitoneal. Apos
seis horas os animais receberam 10mg/kg de antibidtico Imipenem diluido em 0,2ml de salina
via subcutanea. Os animais controles receberam 0,5ml de salina estéril por via intraperitoneal

e seis horas apos, receberam antibioticoterapia.

3.4 Medida da presséo arterial

A medida da pressdo arterial foi obtida por sistema computadorizado, ndo invasivo de
pressdo pela cauda (BP 2000 Visitech System, Apex, USA). Os camundongos sdo contidos
em uma plataforma aquecida (38°C) em ambiente tranqiilo. Uma vez contidos na caixa
propria para a afericdo da pressao arterial, os animais permaneceram por 10 minutos para que
se acalmem e se ambientarem. Cinco medidas consecutivas foram realizadas como teste para
que o animal se acostumasse com o procedimento, seguidas de 10 medidas consecutivas para

avaliacéo.
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3.5 Analise de Lactato
Para andlise de lactato, o sangue foi coletado da cauda de 5 animais antes da indugéo
da sepse, bem como 6 e 24 horas ap0s a inducdo de sepse. Afericbes foram realizadas com

aparelho "Lactate Accutrend da Roche, Mannheim, Germany".

3.6 Analise de celularidade total e diferencial

Para a analise de celularidade sanguinea total e diferencial, o sangue foi colhido da
cauda dos animais, 6 e 24 horas ap6s a inducdo de sepse. O numero de leucdcitos totais foi
obtido por contagem em camaras de Neubauer, sob microscopio optico, apds diluicdo das
amostras em solucédo de Turk (2% de &cido acético). Para contagem diferencial dos leucocitos
no sangue, foram feitos esfregacos, corados pelo método de May-Griinwald-Giemsa, para
posterior analise sob microscopio 6tico em objetiva de imersdo em 6leo (100x).

Para a analise da celularidade no lavado peritoneal dos animais, 6 e 24 horas apés a
inducdo de sepse, os animais foram submetidos a eutanasia em cdmara com atmosfera rica em
CO, e o fluido peritoneal foi obtido através da lavagem com 3ml de PBS (1x). Apds a
obtencdo do lavado peritoneal, a contagem total de leucocitos do lavado peritoneal foi
efetuada em camaras de Neubauer em microscépio éptico (aumento de 100x), apés diluicdo
(40x) das mesmas em solucdo de Tirk. A andlise diferencial de leucdcitos foi realizada sob
objetiva de imersdo em citoesfregagos preparados em citocentrifuga (Cytospin 3 Shandon,
Nutley, USA) — 450 rpm por 5 minutos, corados pelo método May Grunwald-Giemsa. De
acordo com este método, as laminas ficam imersas no May Grunwald por 3 minutos para
fixacdo, 2 minutos em agua para retirada do excesso de corante e 15 minutos no Giemsa, para
coloracdo. Foram contadas 100 células consecutivas por citoesfregaco. A quantificacdo de
cada tipo celular foi calculada a partir da porcentagem encontrada em relacdo ao nimero total

de células.

3.7 Analises bioquimica

Para analise de bioguimica o sangue foi coletado por puncéo cardiaca, 6 e 24 h apos a
inducdo de sepse, 0s animais foram submetidos a eutanasia em cdmara com atmosfera rica em
CO,. Imediatamente apds a eutanasia, 0s animais tiveram a cavidade toracica aberta e o
sangue coletado através de puncdo cardiaca por visualizacdo direta e puncdo do ventriculo
esquerdo, com o auxilio de uma seringa de 1ml e agulha 27G. O plasma foi obtido através da
centrifugagdo (8000rpm/5 minutos) do sangue total. A analise bioquimica: uréia, creatinina,

transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e alanina aminotransferase (TGP) foram
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realizadas utilizando o plasma sanguineo no equipamento Vitros 250 Ortho Clinical

Diagnostics, da Johnson & Johnson, Rochester, USA.

3.8 Dosagem de citocinas

A dosagem de citocinas e quimiocinas presentes no sangue obtido por puncéo cardiaca
e no lavado peritoneal dos animais, foram quantificadas pelo método de ELISA (Duo set Kit
da R&D systems). O ELISA foi realizado em trés dias consecutivos. No primeiro dia foi
aplicado 50ul do anticorpo de captura correspondente a cada citocina ou quimiocina por poco
em placa de 96 pocos. No segundo dia, os pogos foram lavados com PBS/tween a 0,05%, para
remoc¢do dos anticorpos ndo aderentes a superficie da placa. Esse procedimento é seguido do
blogueio com PBS com 2% Soro de Albumina Bovina (BSA) por cerca de uma hora. O
blogqueio é realizado para evitar que ocorram liga¢des inespecificas. Apds o bloqueio a placa
foi lavada novamente por trés vezes com PBS/tween a 0,05% e entdo foram aplicadas as
amostras a serem analisadas e o anticorpo recombinante das citocinas e quimiocina
analisadas, diluido de forma seriada em cada poco da placa de 96 pocos. No dia seguinte, a
placa foi lavada por quatro vezes com PBS/tween a 0,05% e, posteriormente, foi aplicado o
anticorpo de deteccdo corespondente as citocinas e a quimiocina analisadas biotinilado da BD
pharmingen. Apdés 1 hora a placa foi lavada seis vezes com PBS tween a 0,05%, e aplicamos a
estreptavidina conjugada a peroxidase, que se liga a biotina. Meia hora ap6s a placa foi lavada
8 vezes com PBS/tween a 0,05%, e foi colocada a solugdo de TMB (3,3,5,5'-
Tetrametilbenzidina) da sigma, que é o substrato da peroxidase (3° dia do ELISA). Ocorre
uma reacdo que gera uma coloragéo azul que pode ser lida no comprimento de onda de 370 ou
655nm. No entanto, nés utilizamos uma solu¢do de parada com &cido sulfarico a 12 N, que foi
lida no comprimento de onda de 450 nm em leitora de microplacas e os dados foram

analisados utilizando o programa Softmax Pro 5.

3.9 Anélise microbiolégica
Amostras do sobrenadante das fezes centrifugada foram enviadas para analise no
laboratorio de microbiologia para identificagdo de bactérias e teste de resisténcia a antibidtico.

Culturas foram realizadas em placas da agar sangue, agar chocolate a agar McConkey.

3.10 Obtencéo de cortes de cerebro
Para avaliagdo cerebral os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. A
calota craniana foi aberta e o cérebro exposto. O cérebro foi retirado e mantido em tampao de

preservacdo (90mM NaCl, 3mM KCI, 2mM MgSO,4, 2mM CaCl,, 10mM glicose, 105mM
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sucarose e 10mM acido 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazina-2-etilsulfonico (HEPES-NaOH);
pH=7,4) e gelo. Imediatamente as estruturas cerebrais foram separadas em cerebelo, cortex
direito e esquerdo. O cortex direito foi colocado em choopper (Ted Pella Inc., Mcllwain
Tissue Chopper, Redding, USA) e cortes de 400um foram obtidas. Os cortes foram mantidos

em tampao de preservacao e gelo até 0 momento do experimento.

3.11 Dano cognitivo - Teste "open field"

Em uma caixa de madeira (40 x 60 x 50 cm) com piso dividido em 12 quadrados
iguais, 0os animais, na sessao de treino, foram cuidadosamente colocados no quadrado do
canto posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual exploraram livremente o ambiente por 5
minutos. Apds 24 horas, a sessdo de teste foi realizada como descrito para o treino. Em ambas
as sessdes foram avaliados o ntimero de cruzamentos através das linhas pretas e de “rearings”
(quando o animal se sustenta em apenas duas patas traseiras). O teste foi realizado com 20
animais controle e 12 animais que sobreviveram a sepse. A sessdo de treino ocorreu 10 dias

apos a inducdo da sepse e o teste no décimo primeiro dia.

3.12 Captacao de glicose

A captacédo de glicose foi monitorada através de um analogo fluorescente, o0 6-NBDG
(6-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]-6-deoxyglucose). Cortes do cortex cerebral
foram mantidas em tampéo de preservacdo resfriado a 4°C. Para a captacdo de 6-NBDG as
fatias foram colocadas em 500ul de tampao de respiracdo suplementado com 5mM de glicose
e 100 uM de 6-NBDG e incubadas por trinta minutos a 37°C. Apo0s este periodo os tecidos
foram lavados trés vezes em tampéo de respiracdo para retirar o NBDG nédo captado. Em
seguida o material era homogeinizado e sonicado em banho maria por 6 minutos. As amostras
foram diluidas dez vezes e 200uL foram adicionados huma placa para a leitura no fluorimetro
(Molecular devices Inc., SpectraMax M5, Sunnyvale, USA) nos comprimentos de emissédo e
excitacdo de 540nm e 465nm, respectivamente. Os resultados representam a diferenca de
fluorescéncia entre os tecidos mantidos a 37°C e 0°C (controle de negativo para a captacao de
6-NBDG). O mesmo protocolo foi realizado em animais controles, 6 e 24h apos a indugédo de

sepse.

3.13 Consumo de oxigénio
Para avaliacdo do consumo de oxigénio, foi usado oxigrafo (Hansatech Instruments,
Norfolk, England). Cortes de 400um do cortex junto com tampao de respiragdao (125mM

NaCl, 3mM KCI, 2mM CaCl,, 1,25mM fosfato de sodio, 2mM MgCl, e 20mM HEPES-
39



NaOH, pH7,4) foram colocados na cubeta do oxigrafo para analise. A temperatura da cubeta
foi estabelecida em 27°C. Foi adicionado glicose 0,1M 5ul. Apds estabiliza¢do do tragado foi
titulado a dose de oligomicina adicionando oligomicina 0,2mg/ml (2ul) cinco vezes e seguido
de oligomicina 1mg/dl (1ul). Sempre, entre uma adi¢do e outra, esperava-se a estabiliza¢do do
tracado. No final foi realizado a titulacdo da dose de carbonil cianeto p-(trifluorometoxi)
fenilhidrazona (FCCP) com adig¢éo de FCCP 0,2mM (3ul) duas vezes e depois mais (2ul). O
mesmo protocolo foi realizado para animais controle e 6 e 24 horas apds a indugéo da sepse.

3.14 Substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS)

Para dosagem de TBARS o cérebro dos animais foi separado em 5 estruturas: pré-
frontal, hipocampo, estriado, cortex e cerebelo. As estruturas foram colocadas em criotubos
contendo 1ml PBS acrescido de BHT (0,2% em etanol). O tecido foi homogeinizado e
quantificou-se a proteina pelo método de BCA. A uma solucdo contendo 50 pg de proteina
adicionou-se 500l da solucdo TBA 0,67% (solugédo 1:1 &gua e acido acético). Os tubos foram
colocados em banho seco a 96°C durante 30 minutos. A reacdo foi parada em gelo, o material
foi entdo transferido para uma placa de 96 pocos (200ul), seguido pela leitura em
espectrofotobmetro a 535nm. Para determinacdo da quantidade de TBARS foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar (A=L.£.C -1,56x10° M™cm™, onde A-absorvancia, I-
comprimento de onda, £-coeficiente de extingdo molar e C- concentragdo de MDA). Os

resultados foram expressos em concentracao por miligrama de proteina.

3.15 Analise Estatistica

Todos os dados sdo apresentados em média +/- erro padrdo. Dados foram analisados
por ANOVA two way quando comparados varios grupos e test t quando comparados apenas
dois grupos. Foi realizado o teste de normalidade (Kolmogorov) para aplicacdo de teste t

(distribuicdo normal) ou ndo paramétrico. O software utilizado foi o prism 4.
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4.0 RESULTADOS

4.1 Analise de sobrevida

Vinte animais sépticos e dez controles foram acompanhados por 144 horas apds a
inducdo de sepse por injecdo de fezes intraperitoneal (dose de 5mg de fezes por grama de
peso do animal) seguido da administracdo de antibidtico imipenem (10mg/kg) 6h apos. Esta
mesma dose de fezes e antibidtico foi utilizada em todos os experiementos. Nao houve dbito
entre os dez animais controles que receberam injecdo intraperitoneal de salina e antibidtico
imipenem 6h depois. Entre os animais septicos observamos que 10% dos animais morrem nas
primeiras 12 horas, cerca de 50% até 24h, e em torno de 60% até as primeiras 48 horas. N&o
foi observado nenhum 6bito apos 48 horas. (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Analise de sobrevida. Sobrevida em 144 horas de camundongos Swiss submetidos
injecdo intraperitoneal de fezes e antibidtico imipenem 6h apds. N=20. Controle recebeu salina
intraperitoneal e imipenem 6h apds. N=10.

4.2 Analise clinica e metabdlica

Para analise da pressdo arterial foram usados 10 animais normais. Esses mesmos
animais foram submetidos a injecdo de fezes intraperitoneal. Apds 6h a pressdo arterial dos
animais sobreviventes (n=8) foi aferida. Podemos observar uma queda na média da pressdo
arterial sistdlica de 101,2 mmHg (+/-2,8) para 67,13 mmHg (+/- 20,78). Nesse momento nédo
foi possivel aferir a pressdo de trés animais que se encontravam em hipotensdo severa. Os
animais receberam antibiético imipenem. No tempo de 24h a pressdao arterial dos
sobreviventes (n=6) foi novamente aferida. A média da presséao arterial sistolica foi de 82,17
mmHg (+/-8,9) (p<0,05) (figura 4.2).
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Figura 4.2: Medida da pressdo arterial sistolica em animais sépticos. A pressao arterial foi aferida
antes (n=10), 6h (n=8) e 24h (n=6) apds os animais serem submetidos a injecdo intraperitoneal de

fezes e injecdo de antibidtico imipenem 6h depois. * p<0,05.

A hipoperfuséo periférica pode ser documentada a partir da dosagem do lactato sérico.
Nesse caso, 0s animais controle (n=5) receberam solucdo salina intraperitoneal seguido da
administracdo de antibiético imipenem 6h depois. Os animais septicos (n=5) foram
submetidos a injecdo intraperitoneal de fezes seguido de antibidtico imipenem 6h depois.
Houve aumento significativo no lactato se comparados os animais controle (3,62 +/- 0,13
mmol/L) com 6h (4,86 +/-0,14mmol/L p<0,01) e com 24h (4,8 +/-0,55mmol/L p<0,01) de

sepse (figura 4.3)
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Figura 4.3: Dosagem de lactato sérico. A dosagem de lactato foi realizada em animais controle (n=5)
(salina 0,5ml + imipenem 10mg/kg apds 6h) no tempo de 24h e em animais sépticos (injecdo
intraperitoneal de fezes 5mg/grama de peso do animal + imipenem 10mg/kg apds 6h) nos tempos
de 6 (n=5) e 24h (n=5).*p<0.01.

4.3 Anédlise Bioquimica

Disfuncdo renal e hepéatica foi documentada através de bioguimica plasmatica.
Animais controle (n=4) receberam injecdo de salina intraperitoneal seguido de antibidtico
imipenem 6h depois. Os sépticos (n=8) foram submetidos a injecdo de fezes intraperitoneal
seguido de antibidtico imipenem 6h depois. Insuficiéncia renal foi caracterizado pelo
aumento de uréia e creatinina séricas em 24h. A média da uréia dos animais controle foi de
51,78mg/dl (+/-3,41) e em 24h de sepse 86,78mg/dl (+/-21,08). A creatinina aumentou de
0,28mg/dl (+/-0,3) nos animais controle para 0,79mg/dl (+/-0,13 p<0,01) em 24h de sepse
(p<0,01)(figura 4.4).
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Figura 4.4: Avaliacdo da disfuncdo renal em animais sépticos. Dosagem da uréia (A) e cratinina (B)
foi realizada em animais controle (n=5) (salina 0,5ml + imipenem 10mg/kg apds 6h) no tempo de
24h e em animais sépticos (injecdo intraperitoneal de fezes 5mg/grama de peso do animal +
imipenem 10mg/kg apds 6h) nos tempos de 6 (n=8) e 24h (n=8). *p<0,01.

A funcéo hepatica foi avaliada a partir da dosagem das enzimas TGO e TGP. A média
da TGO nos animais controle foi de 248,5U/L (+/-155,3). Em 6h houve aumento para
928,8U/1 (+/-248) e em 24h a média foi de 1302U/I (+/-544,9 p<0,05) nos animais sépticos.
TGP aumentou de 38U/L (+/-1,4) nos animais controle para 131,4U/L (+/-46,9 p<0,05) em 6h
e para 265U/I (+/-160 p<0,05) em 24h nos animais sépticos (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Avaliacdo da disfuncdo hepatica em animais sépticos. Dosagem de TGO(A) e TGP
(B) sérica foi realizada em animais controle (n=4) (salina 0,5ml + imipenem 10mg/kg apds 6h)
no tempo de 24h e em animais sépticos (injecdo intraperitoneal de fezes 5mg/grama de peso
do animal + imipenem 10mg/kg apds 6h) nos tempos de 6 (n=8) e 24h (n=8). *p<0,05.
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4.4 Dosagem de citocinas

A resposta inflamatoria do modelo foi medida a partir do aumento de citocinas no
sangue e liquido peritoneal. Animais controle (n=4) receberam solucdo salina intraperitoneal
seguido da administracdo de antibidtico imipenem 6h depois. Os animais sépticos 6h (n=8)
foram submetidos a injecdo intraperitoneal de fezes e os analisados em 24h receberam
antibidtico imipenem 6h depois da injecdo de fezes intraperitoneal. A analise do sangue
revelou que em 6h houve aumento significativo dos niveis plasmaticos de IL-6: 789pg/ml (+/-
95) em relacdo ao controle 22pg/ml (+/-9, p<0,01); IL 1PB: 80pg/ml (+/-17) em relagcdo ao
controle 20pg/ml (+/-15 p<0.01) e MIP-1a. 63pg/ml (+/-29) em relacdo ao controle 0,0
(p<0,01). Em 24h o aumento mais importante foi o de MIP-1a: 52pg/ml (+/-17)no plasma em
relacdo ao controle 0 (p<0,01) (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Concentracdo de citocinas no plasma em animais sépticos. Dosagem de IL6 (A e D) IL
1B (B e E)e MIP 1a (C e F) no foi realizada no plasma em animais controle (n=4) (salina 0,5ml +
imipenem 10mg/kg apds 6h) no tempo de 24h e em animais sépticos (injegdo intraperitoneal de
fezes 5mg/grama de peso do animal + imipenem 10mg/kg apds 6h) nos tempos de 6 (n=8) e 24h
(n=8). *p<0,03.
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A analise do liquido peritoneal mostrou aumento de IL-6 e MIP-10 em 6h ¢ 24h. 1L-6
aumentou de 210pg/ml (+/-1) no grupo controle para 879pg/ml (+/-14) em 6h (p<0,01). MIP-
lo aumentou de 10pg/ml (+/-0) no grupo controle para 306pg/ml (+/-37) em 6h (p<0,01). Na
analise de 24h a IL-6 e MIP-1a subiram de valores indetectaveis para 90pg/ml (+/-70 p<0,05)
e 126pg/ml (+/-6 p<0,01) respectivamente (Figura 4.7).
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Figura 4.7: Concentracdo de citocinas no liquido peritoneal em animais sépticos. Dosagem de IL 6 (A
e D), IL1B (B e E) e MIP 1a (C e F)no peritdnio foi realizada em animais controle (n=4) (salina 0,5ml
+ imipenem 10mg/kg apds 6h) no tempo de 24h e em animais sépticos (inje¢do intraperitoneal de
fezes 5mg/grama de peso do animal + imipenem 10mg/kg apds 6h) nos tempos de 6 (n=8) e 24h
(n=8). *p<0,05 (t test two tailed, ndo pareado).

4.5 Andlise de celularidade total e diferencial

A contagem de células inflamatdrias totais e diferenciais foi realizada no sangue e no
liquido peritoneal. Animais controle (n=4) receberam injecao de salina intraperitoneal seguido
de antibidtico imipenem 6h depois. Os sépticos (n=8) foram submetidos a injecdo fezes
intraperitoneal seguido de antibidtico imipenem 6h depois. No sangue, queda na contagem de
células pode indicar consumo. Essa queda é mais evidente nas 6h. Leucocitos totais nos
animais controle 9,59x10° cels (+/-1,21) é maior do que nos sépticos em 6h 2,77x10° cels( +/-
0,47 p<0,01) e 24h 6,01x10%els (+/- 1,19) O nimero de neutréfilos cai de 1,59x10°%els (+/-
0,74) nos animais controle para 0,59x10°cels (+/-0,07) em 6h e volta a aumentar em 24h para

1,85x10°cels (+/-0,63). A média de mononucleares em animais controle é de 7,93x10%cels (+/-

46



0,87). Em 6h cai para 2,22x10%els (+/-0,44 p<0,01) e em 24h volta a aumentar para
4,08x10%els (+/-0,62 p<0,03) (figura 4.8).
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Figura 4.8: Avaliagdo de celularidade total e diferencial no sangue de animais sépticos.
Contagem de leucdcitos totais (A) neutrdéfilos (B) e mondcitos (C) no sangue foi realizada em
animais controle (n=4) (salina 0,5ml + imipenem 10mg/kg apds 6h) no tempo de 24h e em
animais sépticos (injecdo intraperitoneal de fezes 5mg/grama de peso do animal + imipenem
10mg/kg apds 6h) nos tempos de 6 (n=8) e 24h (n=8). *p<0,01; **p<0.03. (t test two tail, ndo
pareado).

O liquido peritoneal por sua vez, é pobre em células e tem predominio de
mononucleares. Na sepse, ocorre migracdo celular e aumento da celularidade total e de
neutrdfilos no liquido peritoneal que é discreta em 6h e mais acentuada em 24h. Leucécitos
totais aumentam de 4,73x10%els (+/-1,2) nos animais controle para 19,71 x10°els (+/-5,91
p<0,03) em 24h nos animais sépticos. Neutréfilos aumentam de 0,5 x10°cels (+/-0,23) nos
animais controle para 2,99 x10°cels (+/-0,46 p<0,01) em 6h e 12,79 x10°cels (+/-4,06 p<0,05)
em 24h apds a inducdo de sepse (Figura 4.9).
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Figura 4.9: Avaliacdo de celularidade total e diferencial no liquido peritoneal de animais sépticos.
Contagem de leucdcitos totais (A) neutroéfilos (B) e mondcitos (C) no liquido peritoneal foi realizada
em animais controle (n=4) (salina 0,5ml + imipenem 10mg/kg apds 6h) no tempo de 24h e em animais
sépticos (injecdo intraperitoneal de fezes 5mg/grama de peso do animal + imipenem 10mg/kg apds
6h) nos tempos de 6 (n=8) e 24h (n=8). *p=0,026 B) Neutrdéfilos. *p=0,004; **p=0,031 (t test two
tailed, ndo pareado) C) Mondcitos. p=NS.

4.6 Andlise microbiolégica
A cultura do material usado para injecdo intraperitoneal e inducdo de sepse foi
culturado em placas agar. As seguintes bactérias foram isoladas: Klebsiella oxytoca,
Enterococcus  casseliflavus,  Staphylococcus  sciuri,  Acinetobacter  baumanii

hameolyticus,Escherichia coli. Todas sdo sensiveis ao imipenem.

4.7 Dano cognitivo

A avaliacdo de dano cognitivo € realizada observando a capacidade exploratéria e de
memdria dos camundongos. Por ser um animal curioso, o camundongo tem o reflexo de
explorar a caixa utilizada. No primeiro dia € realizado um treino para que o animal possa
conhecer a caixa. No dia seguinte o animal é colocado na mesma caixa e por ter capacidade
de memoria, explora menos o ambiente (teste). A capacidade exploratéria analisada pelo
namero de cruzamentos e “rearings”. Os animais submetidos a sepse tem a capacidade de
memdria prejudicada, ndo reconhecem o local no treino, e exploram como no primeiro
contato com a caixa. Animais controle (n=20) receberam injecdo de salina intraperitoneal
seguido de antibiotico imipenem 6h depois. Os sépticos (n=12) foram submetidos a inje¢do de
fezes intraperitoneal seguido de antibidtico imipenem 6h depois. O treino foi realizado no
décimo dia e o teste no décimo primeiro dia apds o experimento. No animal controle, o
numero de cruzamento diminui significativamente de 123,16 (+/-8,39) no treino, para
87,84(+/-7,63) no teste (p<0,05). O numero de rearings diminui de 38,65 (+/-2,92) no dia do

treino, para 29,2 (+/-3,21) no teste (p<0,05). N&o houve diferenca significativa entre 0 nimero
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de cruzamentos e “rearings” no treino e no teste dos animais submetidos a sepse (Figura
4.10).
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Figura 4.10: Dano cognitivo em animais que sobreviveram a sepse. Animais controle (n=20) receberam
injecdo de salina intraperitoneal antibidtico imipenem (10mg/kg) 6h depois. Os animais submetidos a
sepse (n=12) receberam fezes intraperitoneal (5mg/grama de peso do animal) seguido de imipenem
(10mg/kg) 6h depois. Medidas de cruzamentos (A) e "rearings" (B) foram realizadas apds 10 (treino) e
11 dias (teste). Comparacdo entre teste e treino. *p<0,05.

4.6 Captacédo de Glicose/ consumo de oxigénio

A captacdo de glicose no cértex é monitorada por um analogo fluorescente, 6-NBDG.
Tanto em 6h quanto em 24h, ha aumento da captacdo de glicose. Para esta avaliacdo foram
utilizadas fatias de cortex cerebral. No experimento de 6h os animais controle (n=2)
receberam solucdo salina intraperitoneal tiveram fluorescéncia média de 0,96A.F.U. (+/-0,27),
enquanto 0s animais sépticos receberam injecdo intraperitoneal de fezes (n=4) e tiveram
fluorescéncia média de 3,169(A.F.U.) (+/-0,95 p<0,05). Na analise de 24h os animais controle
(n=3) receberam solucdo salina intraperitoneal seguido de antibidtico imipenem 6h depois.
Os animais sépticos (n=5) foram submetidos a injecdo de fezes intraperitoneal seguido de
antibidtico imipenem 6h depois. A média de fluorescéncia dos animais em controle foi de
0,72A.F.U. e em 24h de sepse de 1,25A.F.U.(+/-0,27 P<0,05) (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Captacdo de glicose no cérebro de animais sépticos. A captacdo de glicose foi

monitorada pelo analogo fluorescente 6-NBDG em animal controle que recebeu salina
intraperitoneal e antibidtico imipenem (10mg/kg) 6h depois e em animais submetidos a inje¢do
intraperitoneal de fezes (5mg/grama de peso do animal) e antibiético imipenem (10mg/kg) 6h
depois.. A) analise da captacdo de NBGD no animal controle (n=2) e 6h (n=4). *p=0,0475 (t test ndo
pareado) B) Captacdo de NBDG em corte de cortex cerebral no animal controle (n=3) e 24h (n=5).

*p=0,0272.

A avaliacdo mitocondrial é feita pelo consumo de oxigénio por corte de cortex

cerebral em meio com glicose e adi¢cdo progressiva de oligomicina. Animais controle (n=7)

receberam injecdo de salina intraperitoneal seguido de antibidtico imipenem 6h depois. Os

sépticos para a avaliagdo em 6h (n=5) foram submetidos a injecdo de fezes. Os sépticos para

avaliacdo em 24h foram submetidos a injecdo de fezes intraperitoneal seguido de antibiotico

imipenem 6h depois. Podemos observar que os animais analisados com 6h de sepse

consomem mais oxigénio se comparados aos animais controle. Os animais analisados com

24h de sepse apresentam diminui¢do no consumo de oxigénio. A comparacgao entre 0s animais

com 6h e 24h de sepse mostra diferenca significativa entre esses dois grupos (p<0,03). N&o

parece haver diferenca quanto a acdo da oligomicina (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Consumo de oxigénio em fatias de cértex cerebral. O consumo de oxigénio foi
avaliado em oxigrafo em meio com glicose e adi¢do de oligomicina. animais controle (n=7)
receberam salina intraperitoneal e antibidtico imipenem (10mg/kg) 6h depois. Os animais sépticos
foram avaliados 6h (n=5) e 24h (n=5) apds receberem injecdo de fezes intraperitoneal (5mg/grama
de peso do animal) e antibidtico imipenem (10mg/kg) 6h depois. Comparacgdo entre os animais de
6h e 24h. *p<0,03.

4.8 Avaliacao de estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado a partir da dosagem de TBARS. Para esta avaliacao
as estruturas cerebrais foram individualizadas. Os animais controle (n=2) receberam salina
intraperitoneal enquanto os sépticos (n=4) receberam injecdo de fezes intraperitoneal. A
avaliacdo foi realizada ap6s 6h. Houve aumento na dosagem de TBAR no pré frontal, estriado
cortex e cerebelo em relacdo aos animais controle. Esse aumento foi mais evidente no pré
frontal e no estriado. No estriado dosagem de TBARS foi de 2,63x10°nmol/mg ptn no animal
controle e 6,23x10°nmol/mg ptn (+/- 1,25x10°°) 6h apés a inducéo de sepse. No estriado 0s
animais controle apresentaram dosagem de 2,88 x10°nmol/mg ptn (+/-5,53 x10°) e os
sépticos 6,75x10°nmol/mg ptn (+/-9,34 x10°). No cértex os animas controle apresentaram
dosagem de 2,99 x10°nmol/mg ptn (+/-6,91 x10°) e os sépticos 3,71 x10°nmol/mg ptn (+/-
4,68 x10™). No cerebelo os animais controle apresentaram dosagem de 3,71 x10°nmol/mg ptn
(+/-2,07 x10®) e os sépticos 4,73 x10°nmol/mg ptn (+/-4,02 x10°nmol) (Figura 4.13).
Medimos TBARS também nos animais com 24h de sepse, porém os valores foram muito

semelhantes aos animais controle (dados ndo mostrados).
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Figura 4.13: Avaliagdo de estresse oxidativo em diferentes estruturas cerebrais. Dosagem de TBARS
em animais controle que receberam salina intraperitoneal(n=2) e 6h apds a indugdo de sepse por
injecdo de fezes intraperitoneal (5mg/grama de peso do animal) (n=4).
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5.0 DISCUSSAO

A sindrome de disfungdo organica maltipla relacionada a sepse € a principal causa de
morte nas unidades de terapia intensiva (Martin e cols.; 2003). Ainda que sua fisiopatologia
ndo esteja totalmente esclarecida, varias evidéncias apontam para modificacdes fenotipicas
que incluem alteragdes bioenergéticas, como reducdo no consumo de oxigénio pela
mitocondria durante as fases tardias da sepse (Singer; 2007) . Parece haver uma correlacéo
direta entre a gravidade da sepse, progndstico e disfuncdo mitocondrial (Brealey e cols.;
2002).

Entre as disfuncdes organicas, a disfuncédo cerebral tem o aparecimento mais precoce e
estd diretamente relacionada a um pior prognostico a curto e longo prazo (Sharshar e cols.,
2007). Seu diagnostico é feito a partir de avaliagdes neurolégicas especificas, como o CAM,
de preferéncia acompanhadas da interrupcao da sedacdo. O delirium ocorre em até 80% dos
pacientes em terapia intensiva e 0 seu aparecimento aumenta a incidéncia de deméncia e dano
cognitivo permanente (Hopkins e col.; 2009). A disfuncéo cerebral na sepse pode repercutir
de diferentes formas na morbidade e mortalidade do paciente séptico. E possivel que a
disfuncdo autonémica contribua para alteracGes hemodinamicas que ocorrem durante a sepse.
Sharshar e colaboradores (2004) mostraram que em pacientes que faleceram por sepse,
isquemia e apoptose cerebral se concentram principalmente nos centros autondmicos. EAS
parece estar mais associada a distirbios na auto regulacdo do que no fluxo cerebral (Pfister e
cols.; 2008)

Recentemente, importantes avangos foram feitos visando a reducdo de mortalidade de
pacientes sépticos. Entre estes avancos podemos apontar a Campanha Sobrevivendo a Sepse,
uma iniciativa de diferentes sociedades médicas afim de padronizar recomendagdes na
abordagem da sepse grave (Dellinger e cols.; 2004). A campanha usou o sistema Delphi
modificado para sugerir acfes diagnosticas e terapéuticas para o paciente com sepse grave. O
sistema Delphi modificado se baseia qualidade da evidéncia que pode ser classificada em
cinco niveis, de A a E, sendo A o nivel mais alto e baseado em grandes estudos (Sackett;
1989). Em uma andlise com 15022 pacientes de 165 diferentes unidades hospitalares, Levy e
colaboradores (2010) mostraram que a implementacdo de orientagfes a serem seguidas nas
primeiras 6 e 24h do diagndstico da sepse foram capaz de diminuir a mortalidade hospitalar
de 37% para 30,8% em dois anos. Apesar de reducdes significativas na mortalidade, isso ndo
repercutiu necessariamente em melhoria da qualidade de vida dos sobreviventes. Muitas vezes
0s pacientes que sobrevivem a um episddio de sepse grave ou choque séptico ndo sdo capazes
de retomar suas atividades usuais e podem desenvolver algum dano neurolégico transitorio,

ou até mesmo permanente (Hopkins e cols.; 2006).
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Modelos experimentais que sejam representativos dos eventos que ocorrem na sepse
clinica sdo essenciais para o estudo dos mecanismos bem como para o desenvolvimento de
novas terapias na sepse. Nos Ultimos anos, um dos grandes dilemas no estudo da sepse foi a
dificuldade em transferir os achados experimentais para a pratica clinica bem como introduzir
varidveis clinicas (ventilacdo mecanica, ressuscitacdo volémica, antibidticos, etc.) nos
modelos experimentais (Dyson.; 2009). Na prética, a evolugdo dos pacientes depende das
comorbidades, da origem da sepse e das terapéuticas aplicadas, enquanto em modelos
experimentais essas variaveis costumam nao estar presentes, ja que na maioria das vezes
utilizamos animais jovens e saudaveis, com uma intensidade de doenca e evolugdo temporal
diferente daquela encontrada na clinica. Desta forma, estes fatores tém sido apontados como
um dos motivos para o fato de que muitos estudos farmacoldgicos falharam na translacdo do
resultado da bancada para a beira do leito (Marshal e cols.; 2005).

Nesta tese foram apresentados os resultados da padronizacdo de um modelo de sepse
abdominal polimicrobiana desenhado para reproduzir alguns dos aspectos da sepse em
humanos. O uso de reposicdo volémica e antibioticoterapia foram fatores incluidos no
modelo, que consideramos importantes na aproximacao deste para a condicdo clinica. Os
achados de disfuncdo organica como choque, disfuncdo renal, hepéatica e hipoperfusédo
periférica estavam presentes no nosso modelo, representados por aumento na uréia, creatinina
(figura 4.4), TGO, TGP (figura 4.5) e lactato sérico (figura 4.3) nas andlises de 6 e 24 horas
apos a sepse. Desta forma, foi possivel caracterizar a SDOM neste modelo.

A elevacdo de citocinas tanto no sangue periférico quanto no liquido peritoneal
comprovaram a resposta inflamatoria neste modelo. A IL-1B é uma das primeiras citocinas a
ser liberada na sepse e pode estar aumentada de 30 a 90 minutos ap6s estimulo (Thijs e col.;
1995). No nosso modelo, o aumento da IL-1p foi detectado no plasma nas primeiras 6h. IL-6
e MIP-1a também apresentaram aumento tanto no sangue quanto no liquido peritoneal 6 e
24h apds a inducdo da sepse.

Foi possivel observar queda nos leucdcitos totais, células mononucleares e neutréfilos
no sangue, 0 que sugere migracao e sequestro dessas células pelo processo inflamatério. No
liquido peritoneal houve aumento progressivo dessas células evidenciando a migracdo de
células inflamatdrias para o local do insulto. Esse conjunto de resultados nos fez acreditar que
este modelo é capaz de representar diferentes aspectos da sepse em humanos.

A escolha deste modelo para o estudo da EAS ndo se deu por acaso. O fato do modelo
de injecdo de fezes ndo envolver ato cirlrgico e nem o uso de anestésicos foi determinante.
Diversos estudos descrevem a presenca de delirium como uma complicacdo pos operatoria. O

delirium no paciente cirurgico piora o prognostico e aumenta o tempo de internacdo. Ha
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controvérsias quanto se esta alteracdo neuroldgica esta associada ao ato cirurgico, resposta
inflamatdria sistémica ou ao uso de anestésicos (Ramaiah e col.; 2009 e Sieber; 2009).
Interpretamos que o uso do modelo CLP, o mais utilizado para estudo da sepse, poderia
incluir fatores confundidores para o estudo da EAS, uma vez que inclui um procedimento
cirurgico e utiliza anestésicos para a analgesia/anestesia.

Trabalhos anteriores em sobreviventes de terapia intensiva mostraram que a grande
maioria dos pacientes apresenta algum grau de dano cognitivo no momento da alta hospitalar.
Girard e colaboradores (2010) relacionaram a presenca de delirium com dano cognitivo a
longo prazo. Estes autores avaliaram pacientes ventilados mecanicamente que apresentaram
delirium na unidade de terapia intensiva. A média do tempo que 0s pacientes permaneceram
em delirium foi de dois dias. Na avaliagdo trés meses ap0s a internacdo na terapia intensiva,
80% dos pacientes apresentavam algum grau de dano cognitivo. Ainda que o nimero de
pacientes com dano cognitivo grave tenha diminuido ao longo de um ano, 70% dos pacientes
ainda apresentavam algum déficit na avaliagdo de 12 meses. A principal alteracdo observada
em pacientes ap0s estarem na terapia intensiva foi déficit de memoria (Hopkins e cols.; 1999
e Angus e cols.; 2001).

Para avaliar o dano cognitivo no modelo de injecdo de fezes intraperitoneal realizamos
0 teste de habituacdo ao campo aberto (“open field"). Este teste € capaz verificar dano
cognitivo, mais especificamente a capacidade exploratoria e alteracbes na memoria de
roedores (Vianna e cols.; 2000). Nossos resultados mostraram que 0S animais controle
perderam o interesse exploratério no segundo dia (teste) que entram em contato com a caixa
de avaliagdo, por reconhecerem o meio que tiveram contato no dia anterior (treino) (figura
4.10). J& os animais que sobreviveram a sepse mantiveram 0 mesmo grau de explora¢do no
primeiro e no segundo dia de avaliacdo, sugerindo uma incapacidade de reconhecer o
ambiente com o qual teve contato no dia anterior.

A capacidade de fixacdo de memoria destes animais foi analisada 10 dias apds a sepse,
periodo no qual ja houve recuperacdo do processo infeccioso. Nao hé relato na literatura desta
mesma analise realizada em camundongos. Quando comparados com uma avaliacdo
semelhante realizada em ratos, os achados sdo bastante proximos (Barichello e cols.; 2005). A
presenca de um déficit cognitivo nestes animais mimetiza ao menos parcialmente o que
observamos em pacientes que sobrevivem a sepse. Nossos resultados confirmam a presenca
de EAS neste modelo experimental e nos permite a investigacdo dos mecanismos biologicos
envolvidos.

A fisiopatologia da EAS ainda néo é totalmente esclarecida. O dano cognitivo a longo

prazo pode estar relacionado a alteracbes que ocorrem agudamente durante a sepse. A
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presenca de quebra da barreira hematoencefalica ja foi demonstrada durante a sepse (Bozza e
cols.; 2009 e Sharshar e cols.; 2007). Falhas nesta barreira favorecem o contato do sistema
nervoso central com componentes bacterianos, favorecendo a ativagdo da microglia. Este
processo neuro-inflamatdrio também inclui a e producdo de citocinas no tecido cerebral.
Alteracdes no metabolismo cerebral, bem como a geracdo de dano oxidativo durante a sepse
ja foram demonstradas (Davila e cols.; 2008 e Barrichello e cols.; 2006) Nos perguntamos se
essas alteracdes variavam ao longo do curso da sepse (6 e 24h) e qual seria o envolvimento do
metabolismo cerebral de glicose nesta fisiopatologia.

A glicose € o principal substrato para 0 metabolismo cerebral. Transportadores de
glicose conhecidos como GLUT transportam glicose da corrente sanguinea para o cérebro.
GLUT 1 esté presente principalmente em células endoteliais da BHE enquanto GLUT 3 esta
presente nos neurdnios. GLUT 1 é capaz de regular a captacao de glicose pela sua presenca na
parede luminal das células endoteliais. Havendo necessidade, transportadores podem ser
recrutados aumentando o nimero de GLUT 1 luminal (Simpson e cols.; 2007). De uma forma
geral, 85% da energia cerebral é consumida pelos neurdnios que utilizam com substrato
preferencial a glicose (Porras e cols.; 2004). A glicose se difunde da lamina basal e intersticio
para dentro do neurénio. Uma vez dentro do neurdnio a glicose pode ser usada para o
metabolismo oxidativo ou para geragdo de lactato. O lactato gerado pelo neurdnio serve de
fonte energética para astrocitos. Quando estimulado, o neurdnio aumenta a geracéo de lactato
que se difunde para o intersticio e é captado por astrdcitos. O lactato também é capaz de
atravessar a BHE chegando a circulacdo sistémica (Simpson e cols.; 2007) .

O 6-NBDG ¢ um analogo fluorescente da glicose capaz de entrar na célula através dos
transportadores de glicose e representa uma ferramenta simples e valiosa na analise da
captacdo de glicose celular. A partir desta metodologia foi possivel documentar aumento na
captacdo de glicose pelo cértex cerebral 6h e 24h apds a inducdo da sepse (figura 4.11). O
aumento da captacdo de glicose em diversos tecidos durante a sepse ja foi documentada
(Meszaros e cols.; 1987 e Vary e cols.; 1995), tanto em humanos quanto em animais. No
entanto, no caso do cérebro a literatura ainda € bastante limitada e os resultados conflitantes.
Dois trabalhos analisaram a captagdo de glicose por tomografia por emisséo de prétons em
cerebros de ratos submetidos a endotoxemia (Battelino e cols.; 1996 e Semmler e cols.; 2008).
Ambos mostraram diminui¢do na captacdo de glicose. Esse resultado foi o oposto do que
encontramos. A técnica de tomografia por emissdo de prétons exige que o animal seja sedado
0 que pode justificar diminuicdo no metabolismo de glicose. Por outro lado, Bozza e

colaboradores (manuscrito em preparacéo) utilizando essa mesma técnica de tomografia por
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emissdo de prétons, evidenciaram aumento na captacéo de glicose cerebral 2h, 6h e 24h apds
a inducdo da sepse.

N&o encontramos na literatura analise da captacdo de glicose durante a sepse por
NBDG apesar de esta técnica ser equivalente a tomografia por emissdo de prétons (Sheth e
cols.; 2009). A medida da captacdo de glicose reflete a demanda metabodlica do tecido e/ou
uma maior disponibilidade de receptores GLUT 1 na superficie luminal da BHE. Em um
modelo de isquemia e reperfusdo cerebral em ratos, observou-se que na presenca de isquemia
ha diminuicdo na captacdo de glicose na area de infarto, porém aumento de captacéo na area
de penumbra. A diminui¢do na captacdo de glicose durante a isquemia esta relacionada com a
injaria celular irreversivel (Martin e cols.; 2009). Neste caso, acredita-se que 0 aumento na
captacdo de glicose esté relacionado a melhor progndstico e favorece a recuperacao celular na
area de penumbra.

Por outro lado, hiperglicemia cerebral estd relacionada a disfuncdo mitocondrial,
aumento no estresse oxidativo e conseqientemente apoptose (Singer; 2008). Além disso, a
hiperglicemia aumenta a vulnerabilidade da microglia ao LPS (Lacobone e cols.; 2009)
intensificando a resposta inflamatdria. A inducéo de hiperglicemia em cérebro de embriGes de
ratos esta relacionada ao aumento da producdo de ROS (Silva e cols.; 2004). A inflamacéo é
capaz de mobilizar receptores GLUT para a parede luminal da célula na BHE, aumentando a
captacdo da glicose o que pode contribuir para o dano oxidativo que por sua vez esté presente
em diversas doencas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer (Bishop e cols.; 2010).

Geracdo de energia pela mitocondria € um sistema complexo e em parte controlado
pela demanda metabdlica. Em periodos de maior atividade a producdo de ATP aumenta
visando manter niveis minimos e evitando o desencadeamento do processo de apoptose.
Queda abrupta na oferta de oxigénio compromete drasticamente o metabolismo celular. Por
outro lado, queda gradativa permite um processo de adaptacao fenotipica da célula podendo
ser um mecanismo de protecédo a inflamacao prolongada (Singer e cols.; 2007). Este processo
se assemelha ao de hibernacdo. Levy a colaboradores (2005) descreveram alteracoes
histoldgicas durante a sepse que sdo analogas aquelas encontradas durante o processo de
hibernacdo como deposito de glicogénio e aumento na regulacdo dos transportadores de
glicose. Uma vez que o paciente sobrevive a sepse, 0 metabolismo é restaurado, ha aumento
energético e o 0rgao acometido tende a se recuperar. No entanto, o papel desempenhado pelo
aumento da captacdo de glicose nas fases iniciais da sepse em relagdo a geracdo de ROS e a
disfung@o mitocondrial, requer futuras investigagoes.

Durante a sepse ocorrem mudancas funcionais e estruturais na mitocondria. As

principais alteragdes estruturais sdo perda na integridade da membrana interna e inchamento
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da mitocondria (Singer; 2007). Em relagéo as alteragdes funcionais alguns mecanismos estdo
envolvidos. E possivel observar inibicio de complexos da cadeia mitocondrial e/ou
desacoplamento sugerindo perda da eficiéncia da fosforilagdo oxidativa seja pela ativacdo de
proteinas desacopladas ou pela abertura dos poros de permeabilidade com dissipacdo do
potencial de membrana mitocondrial (AWm). A cadeia respiratoria ¢ alvo de diversas
substancias geradas durante a sepse. O TNFa ¢ NO diminuem a atividade da citocromo ¢
oxidase. Peroxinitrito gerado a partir reacdo de NO com anion superoxido inibe os complexos
I e Il da cadeia respiratéria (Harrois e col.; 2009).

Glutationa é um importante antioxidante e protege o complexo | mitocondrial de
espécies reativas. Quando ha deplecdo de glutationa o complexo | é inativado e esta € a
principal alteracdo encontrada na cadeia mitocondrial durante a sepse (Singer; 2008). Em um
estudo in vivo com ratos sépticos, a administracdo de succinato, que doa elétron diretamente
para o complexo Il ultrapassando o bloqueio do complexo |, foi capaz de reverter
completamente a queda no consumo de oxigénio (Protti e cols.; 2007).

Mudancas no funcionamento da bioenergética cerebral representam mecanismos
comuns entre os diferentes processos neurodegenerativos. O desenvolvimento de déficit
cognitivo e deméncia estdo diretamente relacionados com disfuncdo mitocondrial e estresse
oxidativo em diferentes doencas neuroldgicas (Bishop e cols.; 2010). Nas doengas
neurodegenerativas, como Alzheimer, ndo ha perda neuronal significativa, mas sim alteracdo
nas sinapses prejudicando a conectividade e integridade cerebral. A presenca de disfuncao
mitocondrial diminui a expectativa de vida de alguns invertebrados, enquanto o aumento da
respiracdo mitocondrial é capaz de aumentar a expectativa de vida de leveduras (Bishop e
cols.; 2010). No Alzheimer os complexos mitocondriais 1V e V apresentam disfungéo
(Ferrer.; 2009). Alteracdes no complexo IV também ocorrem na disfuncdo mitocondrial na
sepse (D avila e cols.; 2008). A disfuncdo mitocondrial tende a atingir principalmente células
com alta demanda energética, e o cérebro por ter alto consumo de oxigénio por grama de
tecido e poucas defesas antioxidantes, se torna bastante suscetivel durante a sepse (Halliwell;
2006).

Nesta tese observamos alteragdes na funcdo mitocondrial em fatias de cdrtex cerebral.
A avaliagéo da funcdo mitocondrial foi realizada a partir de medidas do consumo de oxigénio
em respirografia de alta resolugdo. No nosso protocolo, adicionamos glicose, que serviu como
substrato para cadeia respiratoria e oligomicina como um inibidor da ATP sintase. A adicéo
gradativa de oligomicina foi responséavel pela diminui¢cdo do consumo de oxigénio observada
apos a sua adicdo, tanto nos animais sépticos quanto nos controles (figura 4.12). Nas

primeiras 6h apos a inducdo da sepse, observamos um aumento no consumo de oxigénio em
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relacdo ao animal controle. J& em 24h, o consumo de oxigénio caiu abaixo do controle.
Diversos estudos (revisto por Singer, 2007) mostram mudangas na funcdo mitocondrial
durante a sepse. Poucos estudos ddo énfase na disfungdo mitocondrial nas primeiras 6h da
sepse. Rosser e colaboradores (1998) verificaram em 6h aumento no consumo de oxigénio por
hepatocitos expostos a endotoxina. Em 24h o consumo de oxigénio caiu significativamente.
Estudo realizado em ratos sépticos mostrou aumento da fosforilagéo oxidativa em mitocondria
hepatica com posterior diminuicdo em 18h (Ohtoshi e cols.; 1984). Ndo encontramos relatos
na literatura de medida de consumo de oxigénio cerebral nas primeiras 6h de sepse.

D Avila e colaboradores (2008) avaliaram a disfuncio da mitocondria cerebral em 24h
de sepse. Foi observado o consumo de oxigénio apos adicdo de ADP em homogenato de
cerebro de animais controle e animais submetidos ao CLP. Apds a adicdo de ADP, os dois
grupos mantiveram o mesmo consumo de oxigénio para producdo de ATP. O consumo de
oxigénio acoplado a sintese de ATP é chamado de estado 3. Uma vez que todo o ADP foi
consumido, ndo h& mais producdo de ATP. O consumo de oxigénio ndo relacionado com a
sintese de ATP é chamado de estado 4. Os animais sépticos mostraram aumento na respiracao
no estado 4 sugerindo desacoplamento da fosforilacdo oxidativa.

Nesta tese, ndo foi realizado o estudo especifico dos estados 3 e 4. Ndo sabemos se 0
aumento no consumo de oxigénio que encontramos nas primeiras seis horas esta relacionado
ao aumento na producdo de ATP ou ao desacoplamento mitocondrial. A queda no consumo de
oxigénio induzido pela oligomicina pode ser uma evidéncia contra o desacoplamento, uma
vez que o consumo de oxigénio cai com a inibicdo gradual da ATP sintase, podemos supor
que este oxigénio estava sendo usado para producgédo de ATP.

Outra possibilidade para o aumento no consumo de oxigénio seria 0 aumento no
namero de mitocéndrias no animal séptico devido a biogénese mitocondrial. Este fenémeno ja
foi descrito em pacientes sépticos e esta inclusive relacionado com melhor prognéstico (Carré
e cols.; 2010). No entanto a biogénese mitocondrial costuma ser mais tardia, caracteristica da
fase de recuperacdo do metabolismo oxidativo (Haden e cols.; 2007). Aumento no RNAm do
PGClalpha (coativador transcripcional da biogénese mitocondrial) e na superoxido dismutase
manganés (proteina do estresse oxidativo mitocondrial) na musculatura de pacientes que
sobreviveram a sepse comprova que a presenca de biogenese mitocondrial e de defesas
antioxidantes estdo relacionados com a recuperacdo da sepse e com um melhor prognostico
(Carré e cols.; 2010).

A diminui¢do no consumo de oxigénio em 24h pode estar relacionada ao processo de
hipoxia citotoxica no qual a célula ndo consome oxigénio, independente da sua

disponibilidade. Este processo de diminui¢cdo na necessidade e na producdo de energia pela
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célula que ja foi interpretado como puramente patoldgico, credita-se ser parte do processo de
adaptacdo e preservagdo celular. A inibicdo da cadeia respiratdria ocorre por inativagdo dos
complexos a pela acdo direta gases produzidos durante o processo inflamatério como 6xido
nitrico, monoxido de carbono e sulfeto de hidrogénio. Esses gases competem com o0 oxigénio
pela citocromo oxidadase e favorecem a formacéo de espécies reativas.

O oxigénio é necessario para producdo de ATP, por outro lado, é substrato para a
geracdo de ROS que podem ser extremamente toxicas para a célula. Por ter alto metabolismo
e pouca capacidade de regeneragdo, o0 cérebro € mais sensivel ao estresse oxidativo do que
outros oOrgdos. O estresse oxidativo esta presente na fisiopatologia de doencas
neurodegenerativas cronicas como Parkinson e Alzheimer (Navarro e col.; 2009 e Bishop e
cols.; 2010) assim como nas alteragdes neuroldgicas agudas como a EAS. O estresse
oxidativo influencia diretamente a mitocéndria. Espécies reativas de nitrogénio e ROS inibem
a cadeia respiratoria mitocondrial, mais especificamente os complexos I e 1V (Singer e cols.;
2007). O proprio envelhecimento é capaz de aumentar o estresse oxidativo cerebral. Ha
controvérsias se 0 estresse oxidativo seria 0 evento desencadeador da neurodegeneracéo,
porém ndo ha duvida de que ele é capaz de aumentar o dano celular colaborando para o dano
cognitivo (Andersen; 2004).

Seguindo esta linha de raciocinio, estudos experimentais em ratos submetidos a CLP
foram realizados para verificar a capacidade neuroprotetora de substancias antioxidantes. N-
acetil-cisteina e deferoxamina em conjunto foram capazes de prevenir dano oxidativo no
hipocampo assim como disturbios de aprendizado e de memdria observados nos animais
sépticos (Barichello e cols.; 2007). Na maléaria cerebral, € comum haver desenvolvimento de
déficit cognitivo. O uso da N-acetil-cisteina e deferoxamina preveniu o deficit cognitivo em
modelos relevantes de malaria cerebral em camundongos (Reis e cols.; 2010). Substancias
antioxidantes podem ter papel importante no tratamento na EAS.

Nesta tese analisamos 0 estresse oxidativo a partir da medida de substancias reativas
do &cido tiobarbiturico (TBARS). TBARS, produto da peroxidacgdo lipidica, sdo marcadores
indiretos de estresse oxidativo. Nas primeiras 6h de sepse encontramos aumento de TBARS
em diversas regides do cérebro. N&o observamos qualquer alteracdo na quantidade de TBARS
em 24h (dados ndo mostrados). 1sso mostra que o0 estresse oxidativo no cérebro é precoce,
diferente de outros tecidos. Esses resultados sdo compativeis com a literatura (Barichello e
cols.; 2006). Em humanos j& foi demonstrado presenga de TBARS no liquor de pacientes com
EAS (Takezawa e cols.; 1983). O aumento na peroxidacdo lipidica também ocorre em

doencas associadas a dano cognitivo crénico como Parkinson e Alzheimer (Andersen; 2004).
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Padrdes moleculares associados a microorganismos e citocinas pro inflamatdrias geram
ativagdo endotelial com aumento da expressdo de moléculas de adesdo e mudanca no tonus
vascular. Ha ruptura da BHE e a resposta inflamatoria gerada pela sepse € capaz de atingir o
cérebro. A microglia, principal célula imune presente no cérebro, em condicGes fisiologicas
expressa o0 seu fendtipo desativado. Porém, quando ha quebra da BHE, por terem na sua
superficie TLR, a microglia é capaz de reconhecer moléculas associadas a patégenos
circulantes. A partir desse momento a resposta inflamatéria € desencadeada com producdo de
citocinas em colaboracdo com a resposta sistémica. Geralmente esta resposta € limitada e
interrompida uma vez que a infeccdo foi controlada. Quando o estimulo inflamatorio
permanece, com falha nos mecanismos fisiologicos de resolucdo, € desencadeado um
processo de neurodegeneracdo (Glass e cols.; 2010).

A partir do conjunto de resultados desta tese, fomos capazes de estabelecer um cenéario
geral dos possiveis mecanismos envolvidos na EAS. Nas primeiras 6 horas da sepse, 0 que
observamos foi um aumento no consumo de oxigénio e na captacdo de glicose pelo cortex
cerebral. H& ainda aumento do estresse oxidativo. Com a persisténcia do processo
inflamatdrio, o consumo de oxigénio cai de maneira significativa em 24h. O consumo de
glicose continua alto podendo este ser substrato para respiracdo anaerébia com geracdo de
lactato que pode servir como fonte energética para neur6nios e astrocitos uma vez que a
geracdo de ATP pela cadeia respiratoria mitocondrial encontra-se diminuida.

A persisténcia da neuroinflamacdo com algum grau de disfuncdo mitocondrial e
estresse oxidativo, esta associado ao déficit cognitivo de longo prazo, ndo s6 na sepse mas em
outros processos neurodegenerativos como Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose
multipla e esclerose lateral amiotrofica. Todas essas patologias tém fatores desencadeantes
distintos, porém uma vez iniciadas a ativacdo na microglia leva a amplificacdo da resposta
inflamatdria e producdo de mediadores neurotoxicos.

Nossas perspectivas futuras sdo compreender melhor diferenca entre a EAS com boa
recuperacdo e aquela que desencadeia a deméncia ou estabelece déficit cognitivo permanente.
Pretendemos estudar a producdo de espécies reativas de oxigénio e o papel da glicose no
estresse oxidativo. Desta forma sera possivel colaborar com propostas terapéuticas para sepse
que ndo s6 sejam capazes de diminuir a mortalidade mas de manter a qualidade de vida dos

pacientes acometidos.
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Figura 5.1: Fisiopatologia envolvida na encefalopatia associada a sepse. A ruptura da barreira
hematoencefélica favorece a passagem de substancias neurotdxicas. Nas primeiras 6h
observamos aumento da captacdo de glicose, aumento no consumo de oxigénio e aumento no
stress oxidativo.Em 24h a captacdo de glicose permanece aumentada, porém ao consumo de
oxigénio diminui e ndo detectamos aumento de stress oxidativo. Espécies reativas produzidas
precocemente séo capazes de ativar a microglia e causar neurotoxicidade.
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6.0 CONCLUSAO

O modelo de injecdo de fezes intraperitoneal é capaz de reproduzir a resposta
inflamatoria e as disfungdes orgénicas induzidas pela sepse.

O modelo de injecdo de fezes intraperitoneal cursa com EAS e dano cognitivo.
A EAS cursa com aumento da captacdo de glicose em 6h e 24h apds inducédo da sepse.

Nas primeiras 6h da sepse ha aumento no consumo de oxigénio pela mitocondria no

cortex cerebral, com posterior queda em 24h.

Diversas regides do cérebro apresentam aumento do estresse oxidativo nas primeiras

6h apds inducédo da sepse.
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EARLY FLUND RESUSCITATION IN SEPSIS:
EVIDENCE AMD PERSPECTIVES
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The angm of mtravenoes flod tharapy & helimved to have
ocmred dwning the Ewopean choleaa spidamic m 1531 im
England {Fig. 1) [mviewed in Baskes (1) and MacGallnray
21 Al dhis dame, Wiliam Beoo ke (05 haaghnesqy, o Z2-yea-
ald Trish physician, propossd hat infrovenons water and sab
wplation should be pant of cholera sappostive care. This was
folkcered by a Imndmak amicle pablished m e Lanca (3o
Althom gh fist described coly m an smmall sedy, 1 year lader
Thomas Lata (4, 5) reported the mmproved omcomes of the
fimt cases of cholera teated with mimvenons saline solmbon.
Lamta proposed that a sobmiion, very close o blood's aecmlvie
profile, counld be affacive for floid mplacement The solwtion
oo iained sodimm at 134 mmal L., chloride a1 118 mmol/L., and
hicashomae af 16 mmal/l. The pramsture death of Lata m-
temapied the reseaxch on mimvenoes fhoid taapy for decades
it ] rewived i dhe 1 £80k after works by Litdle and Bames and
HRimngea im England and by Emil Schearz m Crermany. Im 1921,
Hambarger proposed “nommal salme® for dhe first gme (&),
alfhomgh mimvenows flod enapy remained wrosm] droagh-
ot the first pant of the Xith cenmtry mnd was resmced to
eximmely il patents. Dorng World War TL blood s fosion
wa widely msed to reverse hypovalemiz and hemontagic
shock i wowmdsd soldiers (T Physiologic siodies demon-
straied the mgmenting blood with ather flmds led o sigmafi-
mant sali refenton donng toema and lad do o pefarence for
ool boids over aystalloads.

Aokt ma reprn s rupeEs v Somanda A Beors VEL Phil mone de P
Symdra (Tugaa Sl Chreaddo Cnoe Ay, Boad SWIET Z10ERTA0
Beo e lerwern Braord Femae? heom Sermon deggismoc oo
OCHE TEL 1R I i 1 e 1 1 Pt
Copryrghe 10311 Ohyde Shock 5 acary

76

Entt siasm for crystalloed mfesion reemeged m e lode
19%0s afterihe mesaxch of Shres & a2l & ) demonsiraded beder
survival m ammal models of hamontagic shock. In additon,
the infrodection of hemodymamic momitormg bromght new
mmights io the physiologic bask of floid deapy and soomn
hecame a wotme hedside pride to fhaid replacement. The over-
mching poinapl was that sarvival from shock was dependent
om e need 1o opimize central venous pessare, candiac mdex,
lactate, amd pH (9% | 1970, the inadection of the flow-
direcied balloon-tipped catheter by Sean edal (10} accelarated
imterest i the hedade torstion of Senpy o optimre hemody-
nzmics. Tovasive: hemodymam ic mosmios ng became very popalar
m arially ill patends as hamodynamic and oxygen manspo
variahles ware readily svailahle ond comld be repestedly mea-
sared. Im the fol lowing decade, ressrchers noted the falwe 1o
maintain bigh oxygen delivery ond condiac irdex was simngly
pedictive of advems cmonme from many sargical and medical
comchi tiomes (11 Rondomized chimoal triaks, based on hemody-
TN ot mirion and saprancrmal oxygen delvery, wem pab-
hishad with somewhad con g resals and geal comtroversy
(12-14%

Im 1995, Gaftinond o al {15} pablished o mmbicenter ran-
domized dimical inial evalating the simiegy of sop@mor
mal oxygen delivary valnes compared with noemal vakees of
eniral venows satmmaton (Scvo,) and o standasd cax for a
ariiical care mived popalsion. I fas siady, no differences in
morbadity or monal iy were obsenved. This was o magor bilow
o the saprancrmal end pomts proposed by Shoemaker e al.
(14} for hogh-risk swyim] and sepiic patienss (150 A sohb
seqmeni mais-analysis repored that only early imderventons,
with flmd resmscmation and optimimaton of hemodynamic
variahles, were oo sed with inoeased servival rates | 16, B
was nod mntil dhe et decade the sigm ficamt evidence woald
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bring fhaid resscimion and hemodynamic optimizaton hack
o the spoilight.

THE CURRENT EVIDENCE

In the last 10 yeam, the only randomized conrolled drial
(RCT) dat addressad flaid replacement and msoning tiswne
perfonon m sepsis was poblished by Rives et al (17) od &
imoum as the exrly goal-directed deapy (BEDT) mial. The e
maiming evidmce i provided by obsarvations] siudiess with
differnt designs (25, prepecive or eiopective cohons, e
interven tiona] and poestindarventional o bsarvations ). Farly goal-
direced thenpy comes forward & o profocal aiming 1o nesioe
temodynamics and sormgee markers of tssee perfasion o
patents with early severe sepsis and septic shock @ the emer
gency deparmment. The key factom proposed for the saocess of
this miervendion weare the exrly idmifiaton of paiends with
sepeis associied with hypoperfesion and prompt miiaton of
therapy, hased om g complex treatment algorithm (Fg. X Al
fhe sieps shoald be aocomplished m the mifial 6 b | thos
semima] sindy, pabimnis ssignedio BOOT received significandy

mare flmids, padked red blood cell imnsfosons, and motnopes
durmg the inmial & b as compared with dhose assigned 1o s
damd theragy. However, dumng the next period of 7o T2 b afler
admission, patents gsigned o sandard deopy received mom
fimids, wd bileod cell imnsfoson, md vasopessors. Farly goal-
direced thenpy resalied i redoced mies of organ dysfandion
and hospita] morialify (0% va 459%) (17} In addifion, BGDT
also redaced the heopital engdh of stay (184 va. 15.7 days) and
coeds (@ an avemge of 115 59, %660 per patiend) (17). Recent
data forem the same mrial also shoeed a posiiive comelation e
rwemn orgmn dysfanction and hiomarker levels (18) Lower
levels of cyinkines, makes of gpoptosis and endotheial o
vation, sudh a5 THF.a, M-I, mspased, and ICAM:1, wer
otserved T2 b after implam e sion of the BGIT (15)

POST-EGDT: OBSERVATIONAL STUMES

Several approacbes io implement ECDT have shoan pos e
remalts. Mansgement by the emergency depanment personmel,
By rapid respos e teams, or by emphasing qud mnsfar from
the imtial location fo the mdemsive cam wmif are some of the
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popred models of BGOT simiegy mmplemendation {19-21)
Recently, Rivem edal (%2} conduced o 5 ysiematic review of the
et o o 5 e The e e 5 e d 1 il mcdiad ™ el ™
“eady gral-diecied fherapy,” “hemodynamic optimrsion,”
“prodncals,” “wemc aton, " “sepeis,” “severe sepi, " and s
it shod” Twelve peerreviewed publicators inchadmg e
oaigma] EGOT tnal were idendfied since 2001, These sindies
coaws iwied of hisiorical cominol sabjects versas patients prospec-
tvely examined afier bamde implemenstion, prspective con:
trol paiends hefoee nd after moeving BGDT imp lam et ation,
ptiemits whio race ved {he resmso tefion bandle verses those who
did mot compleds fe bondle, and ponspecively randomized
comiml sabjects versos te@ment patents. The amhom naporied
significan redection in mortaly oies (mean relsive ond ab-
soibmie risk recection of 0479 £ (L1946 and 21% 2 9.9 ).

POTENTIAL MECHANISMSE TO EXPLAIN
THE BEMEFITS OF EGDOT

A receni maisanalysis shoved the ressaision soieges
are diverse acws s climical wriaks, b early septic patient wos-
diion i ssociated with positive impaal on monabity (25
There am several propesed mecharismes to explin the benafis
off fhoid replacament i early sepsin. Severs tissee hypoia & a
frequend pathophysiological aboosmality n sever sapsis. A major
imhalmnce m ihe soppl widamand for caygen o teme leve i o5
sovied with memased mflammaiory msporse, higher oomcmn:
o of proindlam madony cyinkomes, miinchondrial dysfomaion
ad endodhelial actvation, and, himsely, crgm faihee and
denh {24, 25). Despite having on mvieresting rasionale, dat sap-
posting 2 major mantality benefit of flod mplacemen aimng =
mversal of tiesse bypooia am scarce. Dore s o et al (26) have
damorsimied o prajectve affea of flod replacement m an o
perimertal modal of endotooem i, which corelates 10 0 degre e
m mflammation. Fasthermoe, racand dea o patiends amalled
m the arigmal BGDT tnal cormborste dhis hypothess. [ wodd
be extmmely helpful io confien findings of impEovements m
Fcsmaser comcemtmtions and organ bypoia i BGOT patents i
firtare: il s { 15

CURAENT RECOMMENDATIONS, LIMTATIONS,
AND CONTROVERSAL ASPECTS

Since its fimd publication, the Sanviving Sepsks Campaign
magpested that an aome resscdsion bondle shoald be fal.
krwed om the first & b of dagnesis of severs sepsis. In the B008
gadelimes, usng the GRADE (Grading of Reacommendation s
Aszessment, Developmert and Fvabation ) gy sem, BGDT was
Righly recommended despite the reon grition tha e evidance
wi ooy level O Fardarmare, the poidelines foossed only on
the gemera] ponciple fui vigomes resescision do avosd pros
komged hypopedesion would be 2 good smiegy. The pmde-
lmes did mof suppont mse of cantm ] venoms oxygen monmoring
o the actaa] BGOT prodncal msed by Bivers edal {27} Despite
that ead y and vig o s fhmd eplacement is widely meognired
a5 gond climical pactice, BGDT has fared sign ificant coticism
28 M)

Ome of the major dullmges for the Implamentation of
BGIT is related do 5is peodoon] (Fig. 2 The protocal i com:
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5510 T

plex mnd shomld be implemended very eady. B &5 aleo depen:
dend on an expensive fedmal ogy for the contimoes mond oang
off Sevog, which is cemainly o harier fo o5 wmiversal adoption.
Even afier sigmificant traming and educational efforis, ihere is
evidance fhai full implenanstion of BGDT remaims poor|HE)
). Moreover, some of the sieps of e proiocol, sach a5 de
mee of packed red hlood cells ond motropes, ae oot envesally
accepied. Boih imnsfeson and the mse of inoropes have heen
peviomsly ssocaied with indressed morbadity m cotically il
Pt s (51 | Albso, e porsmt of 2 Sovo gresier than T8E may
ot e feasihle ornecessary. A recend sindy sagpesied dhat only
a few patients presending with severs sepais have bow Scvon
(%), and tkere & a large comtroversy over the mee of Sovo, 050
sarmgate of tivene hypooda (13)

Ancither comcem related to the somewhat high morality e
of 46% m the control gromp. This mie is mach highe than
thad reporied in many coniemporary severe sapsi ok, oising
concem fhat the ool goap may nod have been iraly repee-
smimive Ancdher mieresimg spect & relsed foa poiendially
iEmgenic inferventon m the condrol arm the recemved more
flmids ina leer stage of sepsis, o imtervention associated with
memasad moshidity and moralny (33, M) A recem prospec-
tive multicenter cohon smdy showed that the monality maes in
Ammalia md Mew Tealand are Fle for paients with severe
sepsis with mo specific BGDT prodocal (35). The awthars daim
thad dhe impaal of BGDT on montal ity may be jost the effed of
crganizaion and ease of access io ahigh-quality healh sysiem.

Taking all dhes: fadom mio comsiderstion, confimnaary
muakicenter stadies are needed 1o validae the sindy of Rivers
a ol mnd fopat @ et the majorny of ghe controvers il aspects
of the EGDT. To date, no other RCT evalmating an BGDT ap-
prach o sever sapais was perioomed. However, several ob
sarvationa] stachies have heen pablished i fhe past yeas. Mos
stndies had g premervention and postm arvention design. Hioo
ever, In mosd stndies (§T), the other inarventions sach as ghy
cemic comtrol, aatvaed protem O, ond comicosterads wre
mirodeced along with BGDT. Mos stadies showed improved
hcespita] sarvival rates. Nonetheless, o signi fican bias carmeod be
raled ot i ghese stodies a5 changes I practice may oo,
minforang once moe the nead for new prospective BCTs in
e fiedd.

ONGOING TRIALS AND FUTURE MMRECTIONS

Despiie fhe sigmficand controversy o the BEGDT sabjed,
ther & litle guestion that aggressive and aarly flmd replace-
mernt m sepsis B “pond dimical pragice.” However, how ag-
geasive md wha i early are questions fat 2l need 1o be
adequately sawared. As accaned with many of the Sarviving
Sepss Campaign ecommendsfions, BGDT has been frams
laied mio a baghly recommended practice very mrly (3}, par-
haps withowt fhe mqmed mitical review (32}, The evabmtion
off complex imerventions sach a5 BGDT demands a thonomg b
stady of both henefiis and pofential adverse effects sssociated
with the intervention. Therefare, dats abtamed o lasge anbost
stncties must be prospectvey validased inwell desi gned RCTs.
Carrenily, thee lage government funded B CTs are mnder way
io validae EGDT: PoCESS (Froicolized Chaw for Eady
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Sepiic Shods [NCTOSI0EYS @ chmimbinals gov]), o 175 tnal;
ARISE (Amsialision Resswmfion in Sepsis Evalosfiom
[NCTODATSTSS ai dimcabirink gov]) and FoMBe (Proio-
colised Management in Sepsis), 2 UK izl These stodies will
be performed m different countries and are dlso desigmad io
allve an amatysis of ponled dats, and @ prospective. mdiideal
metr-analysis i plamed All fhee fraks are desting deams
mmamed o del fver ressscriation and compare a tem providing
the full “Rivem BGDT profocol* with that penviding “mmmal
care.” In addmion, the 15 inal also has a g oo where the
feam ako providess asimpler protocal withom the blood, Sova;
momdiormg and hlood imosfesicos—ihe mone confroversial
aspeats of the arigmal Rivers prosocal. The three smdies hope
10 address not anly the clinical henefis, bat also several pre
specified omonmes a5 the offeds of resescitation oo key path
ways imphicted I fhe cume of organ dysfanction I sepsis.
In addition, the smdies will be mackng the ooms ad com:
effectivensss of team-hased, prodoon] ed resesciation for s
vere sepaty. Conmidermg the rdevance of mgiomnal differences
om the resalis of chmol ik, sindies parformed on develap
mg ooaniries woald be necesuany o validme the BODT ®a

standard approach i this seting.
CONCLUSIONS

Almosi 200 years afier its mita] climcal desopon, fmd
resmciifion Emams 2 confroversia] wspe in de are of
aamdy ill patienis. Recent advances in the patho physio logy of
sepsisrelvied multorgan dysfanction and on the impact of
resioring fieene perfosion have provided the basis for petiocals
wing physiology-hsed approaches o gmde flmd theragy.
This concept was fesied both m observational sadies od @
a2 smg lecenter BCT showing mmproved omicomes. However,
io validaie and mnslste dos BGOT apprach inio siandard of
care, the resubis of ongomg malScender fnak e peeded.
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