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RESUMO 
 
CELES, MRN. “Remodelamento do complexo de glicoproteínas associadas à distrofina, 
do disco intercalar e das proteínas contráteis no coração de camundongos submetidos à 
sépsis induzida por ligação e perfuração do ceco”. 2008. 115f. Tese (Doutorado) – 
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2008. 
 
 

A sépsis e o choque séptico representam uma síndrome complexa de intensa resposta 
inflamatória sistêmica, com múltiplas anormalidades fisiológicas e imunológicas, comumente 
causadas por infecção bacteriana. A principal conseqüência dessa resposta é o 
comprometimento de muitos órgãos e tecidos. A disfunção cardíaca, decorrente de um 
prejuízo na contratilidade miocárdica, tem sido reconhecida como um fator importante que 
contribui para os altos índices de mortalidade observados na sépsis. Dados recentes do nosso 
laboratório indicam que alterações estruturais no miocárdio podem ser responsáveis pela 
disfunção cardíaca observada na sépsis. Considerando que a maquinaria contrátil interna das 
miofibras deve permanecer intimamente conectada com a membrana e a matriz extracelular, o 
presente estudo foi proposto para avaliar alterações nas comunicações intercelulares e 
acoplagem mecânica entre os cardiomiócitos vizinhos e avaliar a expressão de proteínas do 
arcabouço celular e da matriz extracelular (especificamente a laminina-α2) durante a sépsis 
grave. Nossos resultados mostraram que há uma diminuição na expressão das proteínas 
envolvidas na formação das gap junctions (conexina43) e junções aderentes (N-caderina), o 
que resultaria na perda da integridade estrutural dos discos intercalares, alterando o 
acoplamento mecânico e eletro-químico entre os cardiomiócitos vizinhos. Além disso, 
demonstramos que há redução na expressão de distrofina e das proteínas que constituem o 
complexo de glicoproteínas associadas a distrofina (CGD) durante a sépsis experimental. A 
redução ou perda da expressão de distrofina é o evento primário que ocorre seguido pela 
degeneração miofilamentar, caracterizada pela lise dos filamentos de actina e miosina. A 
diminuição na expressão das glicoproteínas associadas à distrofina: β-distroglicana e laminina 
foram considerados eventos secundários. Os resultados sugerem que durante a sépsis induzida 
por ligação e perfuração do ceco (CLP), há perda de proteínas importantes envolvidas tanto no 
remodelamento do disco intercalar quanto na expressão de glicoproteínas envolvidas na 
ligação mecânica entre o citoesqueleto intracelular e a matriz extracelular. Embora estudos 
funcionais sejam necessários para determinar o efeito direto dessas alterações sobre o 
miocárdio podemos sugerir que as alterações estruturais são parcialmente responsáveis pela 
depressão miocárdica observada na sépsis. 
 
 
Palavras-chave: sépsis, choque séptico, disfunção miocárdica, gap junctions, junções 
aderentes, disco intercalar, distrofina, complexo de glicoproteínas associadas à distrofina, 
actina, miosina. 
 



 

ABSTRACT 
 
CELES, MRN. “Remodeling of dystrophin-glycoprotein complex, intercalated disk 
proteins, and contractile proteins in the hearts of mice subjected to sepsis induced by 
cecal ligation and puncture”. 2008. 115f. Thesis (Doctoral) – Faculdade de Medicina de 
Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2008. 
 
 

Sepsis and septic shock represent a complex syndrome of systemic inflammatory response, 
with multiple physiological and immunological abnormalities, commonly caused by bacterial 
infection. The most important consequence of the response is the involvement of many organs 
and tissues. Cardiac dysfunction, caused by impairment in myocardial contractility, has been 
recognized as an important factor that contributes to the high mortality observed in sepsis. 
Evidence from our laboratory indicates that myocardial structural changes could be 
responsible for sepsis-induced myocardial dysfunction. Taking into account that the 
contractile machinery inside the myofibers must remain intimately connected with the 
membrane and extracellular matrix, the present investigation sought to evaluate changes in 
intercellular communications and mechanical coupling between the neighbor cardiomyocytes 
and the expression of the cell scaffold protein and extracellular matrix (specifically merosin 
laminin-α2 chain) during the severe sepsis. Our results showed a decrease in the expression of 
proteins involved in formation of gap junctions (connexin-43) and adherens junctions (N-
cadherin). These alterations may result in the loss of intercalated disc structural integrity, 
changing the mechanical and electrical-chemical coupling between neighboring 
cardiomyocytes. Additionally, we demonstrated the decrease of dystrophin and dystrophin-
glycoprotein complex (DGC) components resulting from severe septic injury. The reduction or 
loss of dystrophin is the primary event that occurs followed by miofilamentar degeneration 
characterized by actin and myosin lysis. The decrease of glycoproteins associated with 
dystrophin: β-dystroglican and laminin were considered secondary events. The results suggest 
that during experimental severe sepsis induced by cecal ligation and puncture (CLP), there is 
loss of important proteins involved in both the remodeling of the intercalated disc and the 
glycoproteins expression implicated in the mechanical link between the intracellular 
cytoskeleton and extracellular matrix. Although the functional studies are needed to determine 
the direct effect of these alterations on myocardium, we can suggest that myocardial structural 
changes may be partly responsible for sepsis-induced cardiac depression. 
 
 
 
 
Keywords: severe sepsis, septic shock, myocardial dysfunction, gap junctions, adherens 
junctions, intercalated disc, dystrophin, dystrophin-glycoprotein complex, actin, myosin. 
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“Quando a febre é contínua, a superfície externa 
Do corpo está fria, e existe internamente uma grande  

sensação de calor e sede, a afecção é mortal.” (Hipócrates, 400 a.C) 
 
 

 
 
1.  INTRODUÇÃO 

 

 

Anualmente, cerca de 30 milhões de pessoas morrem em todo mundo devido a infecções 

graves. A maioria das mortes está relacionada a eventos associados com a síndrome da 

resposta inflamatória sistêmica (SIRS) que pode ser iniciada por uma série de condições, 

infecciosas ou não. Estimativas indicam um total de 750.000 casos de sépsis por ano nos 

Estados Unidos da América, com um índice de mortalidade acima de 50% (Angus et al., 

2001). Um estudo epidemiológico recente de sépsis no Brasil mostrou que os dados nacionais 

são igualmente alarmantes. A incidência de sépsis grave e choque séptico situam-se em 27 e 

23%, respectivamente, e a taxa de mortalidade global foi de 22%, sugerindo que a sépsis é o 

maior problema de saúde pública nas unidades de terapia intensiva do país (Silva et al., 2004). 

A infecção pode ser definida como um processo patológico causado pela invasão de 

tecidos normalmente estéreis, fluídos ou cavidades corporais por agentes patogênicos ou 

potencialmente patogênicos (Levy et al., 2003).  Por outro lado, a sépsis resulta da evolução 

de uma infecção como um continuum de um foco infeccioso único no organismo. Essa 

desordem clínica é definida pela presença de infecção e inflamação sistêmica (Levy et al., 

2003). Após a exposição inicial a um estímulo infeccioso (por exemplo: endotoxinas de 

bactérias Gram-negativas ou exotoxinas de bactérias Gram-positivas), a cascata inflamatória é 

iniciada. A amplificação da resposta imunológica ocorre através da ativação de leucócitos 

polimorfonucleares, monócitos/macrófagos teciduais e células endoteliais que liberam uma 

série de mediadores biologicamente ativos, incluindo citocinas, fator ativador de plaquetas 

(PAF) e óxido nítrico na tentativa de eliminar o agente agressor. Estudos experimentais 



 

realizados em humanos e animais indicaram que o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e a 

interleucina-1 (IL-1) estão entre as citocinas mais importantes e mais precocemente 

produzidas durante a sépsis (Dinarello 1997, Van der Poll et al., 1999). Associado a 

amplificação dessa resposta ocorre também a indução e produção de mediadores regulatórios, 

dentre eles, as citocinas antiinflamatórias IL-10, fator de crescimento e transformação-beta 

(TGF-β) e inibidores solúveis como o antagonista do receptor de IL-1. O efeito desses 

mediadores pró e antiinflamatórios culminam com alterações fisiopatológicas em vários 

órgãos, denominadas de Síndrome da Resposta Inflamatória Sistêmica (SIRS), como 

estabelecido em pela Conferência de Consenso realizada em 1991, pelo American College of 

Chest Physicians e a Society of Critical Care Medicine (Bone et al., 1992). Quando a 

homeostase do organismo não pode ser mantida, pode ocorrer uma disfunção seqüencial e 

progressiva de vários órgãos, fenômeno denominado de Síndrome da Disfunção de Múltiplos 

Órgãos (SDMO), considerada principal causa de morte entre pacientes internados em unidades 

de terapia intensiva (Tran et al., 1990, Deitch 1992). A presença de hipotensão sistêmica, 

defeitos microcirculatórios regionais, hipoxia tecidual e ativação das cascatas inflamatórias 

estão relacionados às lesões de múltiplos órgãos que caracterizam a evolução clínica da sépsis 

(Parrillo et al., 1990). Se o estímulo é particularmente intenso, o sistema cardiovascular é 

afetado, culminando com choque séptico (Levy et al., 2003).   

O choque séptico é considerado um agravamento do quadro de sépsis, resultante de uma 

descompensação hemodinâmica que ocorre na presença de agentes infecciosos e mediadores 

inflamatórios na circulação sangüínea (Hollenberg et al., 2004). Primariamente trata-se de uma 

forma de choque distributivo, caracterizado por uma incapacidade de fornecimento de 

oxigênio aos tecidos, associado a uma vasodilatação periférica inadequada, a qual ocorre 

apesar do débito cardíaco preservado ou mesmo elevado (Parrillo et al., 1990). Embora muitos 

pacientes morram ainda nos estágios iniciais da doença, em um grande número de casos essas 

alterações hemodinâmicas evoluem gradualmente para um estado hipodinâmico, estágio tardio 

do choque, caracterizado por baixa resistência vascular periférica e hiporeatividade a 

vasoconstritores. Nesses casos, os pacientes freqüentemente vão a óbito por hipotensão 



 

refratária ao tratamento farmacológico, falência de múltiplos órgãos e/ou disfunção 

miocárdica (Parrillo, 1993). 

Nas ultimas décadas, a origem da disfunção cardiovascular observada durante a sépsis 

tornou-se o foco principal de numerosos estudos, incluindo modelos experimentais e estudos 

em humanos (Snell et al., 1991, Powers et al., 1998, Krishnagopalan et al., 2002). Embora a 

função cardíaca esteja prejudicada na sépsis, permanece controverso se a disfunção contrátil 

do miocárdio é secundária às alterações estruturais. Lesão miocárdica clinicamente inaparente 

tem sido relatada nos pacientes através dos níveis séricos elevados de troponina cardíaca I e T 

(Turner et al., 1999, Arlati et al., 2000, ver Elst et al., 2000, Amman et al., 2001, Metha et al., 

2004). Contudo, o mecanismo exato pelos quais os níveis de troponina estão aumentados nos 

pacientes sépticos permanece desconhecido. Os possíveis mecanismos são: necrose difusa, 

proteólise das troponinas cardíacas ou escape das mesmas para o citoplasma com dano 

reversível do complexo contrátil das células musculares cardíacas. Relatos anteriores em 

modelos experimentais mostraram uma associação entre sépsis e alterações estruturais do 

miocárdio (Coalson et al., 1975, Hersch et al., 1990, Gotloib et al., 1992, Schlag et al., 1992, 

Allard et al., 1996), tais como, necrose miocitária e edema mitocondrial ou um prejuízo na 

contratilidade miocárdica na ausência de lesão tecidual (Piper et al., 1997, Zhou et al., 1998).  

A determinação dos mecanismos celulares diretamente dependentes da sépsis/choque 

séptico que poderiam conduzir a mudanças estruturais miocárdicas em seres humanos tornou-

se foco de poucos estudos. Fernandes e colaboradores em 1994 avaliaram retrospectivamente 

71 autópsias de pacientes sépticos usando os seguintes critérios morfológicos de inclusão: 

reação inflamatória em dois ou mais órgãos, esplenite aguda, pielonefrite aguda bilateral, 

trombos de fibrina nos pulmões, fígado e glomérulo e seqüestro de neutrófilos nos capilares 

pulmonares. Os autores descreveram uma miocardite infecciosa típica: 19 casos (27%) com 

miocardite intersticial e exsudado composto principalmente por neutrófilos, 8 casos (11%) 

com colonização bacteriana e 5 casos (7%) com necrose de miofibras.  Os autores aventaram 

que esses achados seriam induzidos provavelmente por mediadores sistêmicos, responsáveis 

pela disfunção miocárdica na sépsis humana. Outro estudo foi desenvolvido em nosso 

laboratório (Rossi et al., 2007) focalizando predominantemente a maquinaria contrátil do 



 

miocárdio, na tentativa de correlacionar a presença de alterações estruturais no miocárdio 

humano com a disfunção cardíaca observada na sépsis. Na avaliação do miocárdio humano 

com sépsis de longa duração, foram evidenciados quatro achados importantes. Primeiro, 

observamos nos miocárdios sépticos, maior infiltração de macrófagos com características de 

ativação e aumento da expressão de TNF-α em comparação a ambos os miocárdios controles, 

normais e com pancreatite aguda necrosante, o que poderia favorecer a redução da função 

cardíaca nos corações sépticos. Segundo, os miocárdios sépticos apresentaram maior acúmulo 

intracelular de lipídios quando comparados aos corações controles, refletindo muito 

provavelmente uma situação de lipotoxicidade celular, favorecendo o aparecimento de 

disfunção cardíaca. Terceiro, os miocárdios controles apresentaram expressão normal dos 

filamentos de actina e miosina, enquanto os miocárdios sépticos apresentaram focos dispersos 

de ruptura do aparelho contrátil de actina/miosina, o que representaria lise de miofilamentos. 

Quarto, a expressão da sintase do óxido nítrico induzida (iNOS) e nitrotirosina por 

cardiomiócitos e macrófagos intersticiais foi marcadamente aumentada nos miocárdios 

sépticos em comparação com os corações controles. A expressão aumentada de iNOS e a 

evidência da presença significativa de peroxinitrito, através da imunorreação para 

nitrotirosina, um marcador da produção de peroxinitrito nos cardiomiócitos e macrófagos 

intersticiais, sugerem que o estresse oxidativo possa ter um papel importante no rompimento 

das moléculas de actina/miosina nos corações dos pacientes sépticos. Em resumo, essas 

observações dão suporte à hipótese de que alterações estruturais no miocárdio, classificáveis 

como “cardiomiopatia inflamatória”, poderiam ser responsáveis pela depressão miocárdica 

induzida pela sépsis. 

Considerando que a manutenção da integridade estrutural do miocárdio é essencial para 

o correto funcionamento do coração, o estudo de alterações nas comunicações intercelulares e 

acoplagem mecânica entre os cardiomiócitos vizinhos tornou-se interessante, uma vez que a 

ocorrência desse fenômeno na sépsis poderia contribuir para a depressão miocárdica. Outro 

ponto importante é verificar se modificações na expressão de proteínas do arcabouço celular e 

da matriz extracelular durante a sépsis poderiam ter um papel importante nas alterações 

cardiovasculares observadas durante a sépsis.  



 

De acordo com Perriard e colaboradores, a ruptura das proteínas constituintes do disco 

intercalar causaria cardiomiopatias e outras mudanças que poderiam ser fatais. (Perriard et al., 

2003). O disco intercalar é importante mantenedor da integridade estrutural do miocárdio 

através das conexões entre os miócitos. A função contrátil cardíaca depende dos discos 

intercalares que são responsáveis pelo acoplamento mecânico e eletro-químico dos miócitos 

constituintes do coração. Os discos intercalares apresentam vários complexos juncionais: 

junções aderentes, desmossomos e gap junctions (Severs, 2000, Gutstein et al., 2003). As 

junções aderentes, constituídas principalmente pelas moléculas de caderina, promovem a 

ligação do disco intercalar ao citoesqueleto de actina e os desmossomos, principalmente 

compostos pelas proteínas desmoplaquinas, fixam-se aos filamentos intermediários. Ambos 

estão associados a um complexo de proteínas, as cateninas, que regulam as adesões célula-

célula e a estrutura das junções dos discos intercalares capacitando a transmissão de força 

contrátil através da membrana plasmática. As gap junctions são canais formados pela 

interação de dois hemicanais ou conexons, presentes na membrana de células opostas. Cada 

conexon é formado pela associação de seis subunidades polipeptídicas idênticas, as conexinas, 

que se estendem através das membranas celulares estabelecendo a comunicação intercelular 

via estímulos elétricos e transferência de íons entre as células miocárdicas vizinhas.  

É conhecido que reduções nas proteínas constituintes dos discos intercalares promovem 

um aumento das cardiomiopatias e outros defeitos fatais (Perriard et al., 2003). Por exemplo, a 

deleção induzida do gene da N-caderina no coração de camundongos leva a uma perda das 

estruturas dos discos intercalares resultando em anormalidades na morfologia e função 

cardíaca (Kostetiskii et al., 2005). O remodelamento das gap junctions e a redução dos níveis 

de conexina-43, proteína predominante no miocárdio dos ventrículos cardíacos pode resultar 

na diminuição da velocidade de condução, arritmia ventricular espontânea e morte cardíaca 

súbita (Gutstein et al., 2001, Danik et al., 2004, Eckardt et al., 2004, van Rijen et al., 2004). 

Na doença de Naxos, uma cardiomiopatia arrítmogênica do ventrículo direito decorrente da 

deleção de γ-catenina (placoglobina), tem sido demonstrado um remodelamento das gap 

junctions provavelmente, devido a alterações nas ligações entre desmossomos, junções 

aderentes e o citoesqueleto (Kaplan et al., 2004).  



 

Além das junções intercelulares, as interações entre proteínas ancoradouras do 

arcabouço celular, tais como, distrofina e proteínas do complexo de glicoproteínas associadas 

à distrofina, com a matriz extracelular desempenham papel importante tanto na integridade 

estrutural quanto funcional do miocárdio e na estabilização da transmissão de força contrátil 

(Katsumi et al., 2004). Mudanças tanto bioquímicas quanto estruturais induzidas pela 

sépsis/choque séptico podem comprometer a integridade estrutural do sarcolema nos 

cardiomiócitos (Rossi et al., 2007). A integridade do sarcolema é mantida pela presença das 

proteínas estruturais dos cardiomiócitos que compreendem: as proteínas do citoesqueleto 

celular (tubulina, desmina e actina), as proteínas do sistema contrátil (actina, miosina, 

tropomiosina e troponinas) e as proteínas do esqueleto sarcomérico (titina e α-actinina) 

(Kostin et al., 2000). Há ainda três grupos de proteínas estruturais que contribuem para a 

forma celular, resistência mecânica e transdução de sinal nos cardiomiócitos e permite a 

interação entre o citoesqueleto intracelular, o sistema contrátil e a matriz extracelular 

conferindo estabilidade estrutural à membrana do cardiomiócito: a distrofina e o complexo de 

glicoproteínas associadas a ela (distroglicanas, sarcoglicanas, sarcospana, distrobrevina e 

sintrofinas), a ligação talina-vinculina-integrina e a ligação espectrina-face interna da 

membrana (Kostin et al., 1998; Hein et al., 2000; Kostin, 2000, Lapidos et al., 2000). 

A distrofina é um dos principais componentes do complexo de glicoproteínas e se 

localiza logo abaixo do sarcolema, co-localizada com a β-espectrina e a vinculina. 

Desempenha papel importante no estabelecimento de conexões entre o meio intracelular, o 

citoesqueleto de actina e/ou a estrutura sarcomérica e a membrana basal externa. Apresenta 

três funções básicas: (1) estabilização da membrana durante ciclos de contração, (2) 

transdução de força e (3) organização de especializações da membrana (Towbin, 1998; 

Lapidos et al., 2004). A porção N-terminal da distrofina liga-se à actina e a porção C-terminal 

liga-se à proteína transmembrana β-distroglicana (Stevenson et al., 1998). Esta se conecta à α-

distroglicana, que por sua vez está ligada à matriz extracelular através da laminina (Winder, 

2001; Ganote & Armostrong, 2002). Além dessa interação com o meio intracelular, as 

distroglicanas participam também da organização da matriz extracelular (Henry & Campbell, 

1996). As sarcoglicanas formam um subcomplexo de glicoproteínas transmembrana composto 



 

por seis subunidades α, β, γ, ε, ζ e δ-sarcoglicanas. A função das sarcoglicanas ainda não é 

bem conhecida, mas sabe-se que essas glicoproteínas estabilizam a interação entre as α e β-

distroglicanas (Straub et al., 1998; Mcnally et al., 2003). A presença de outras proteínas na 

membrana celular, como as integrinas, também permite a ligação entre o citoesqueleto e a 

matriz extracelular (Kostin et al., 1998). As integrinas, são proteínas transmembrana formadas 

pelas subunidades α e β, consideradas receptores de adesão celular para proteínas dentro da 

matriz extracelular (laminina, fibronectina, colágeno) e também estabelecem relação com a 

actina do citoesqueleto (Kostin et al., 1998; Delon & Brown, 2007). As integrinas 

desempenham ainda papel na organização, diferenciação e migração celular (Ross, 2002) e na 

resistência à tensão gerada ao longo do sarcolema durante a contração celular (Van Der Flier 

& Sonnenberg, 2001; Delon & Brown, 2007). A laminina, considerada o maior componente 

da matriz extracelular, é altamente expressa nos músculos cardíaco e esquelético, composta 

por duas isoformas α e β, mantém uma forte interação com a distrofina através do complexo 

das distroglicanas. Dessa forma, a comunicação entre os meios intra e extracelular é 

estabelecida (Mcnally et al., 2003) (Figura 1). 

A organização e interação entre as glicoproteínas são importantes para o entendimento 

dos mecanismos celulares envolvidos na disfunção mecânica observada nas cardiomiopatias 

(Stevenson et al., 1998; Xi et al., 2000). Diversos estudos em humanos e em modelos animais 

indicam que a perda da associação entre as estruturas do complexo de glicoproteínas 

associadas à distrofina e à laminina pode levar ao desenvolvimento de cardiomiopatia 

(Oliviéro et al., 2002; Lapidos et al., 2004; Heydemann & Mcnally, 2007). A ausência de um 

ou mais componentes deste complexo causa degeneração muscular progressiva (Hack et al., 

2000) e implica na ruptura da ligação física que ancora a actina ao citoesqueleto subsarcolemal 

e os sarcômeros ao sarcolema (Danialou et al., 2001), com conseqüente perda de função e 

morte celular (Lapidos et al., 2004). A perda de distrofina, por exemplo, é a causa da distrofia 

muscular de Duchenne e está freqüentemente acompanhada por cardiomiopatia. Os 

cardiomiócitos que perdem a distrofina são mais vulneráveis ao estresse mecânico imposto 

sobre a célula, resultando na perda da integridade do sarcolema e degeneração miofibrilar 

(miocitólise),  com  conseqüente  disfunção  contrátil  (Danialou et  al.,  2001;  Heydemann  & 



 

Mcnally, 2007). Ainda, foi demonstrado o papel das glicoproteínas associadas à distrofina na 

lesão por isquemia-reperfusão no miocárdio de cães (Rodríguez et al., 2005), em hamsters 

deficientes de sarcoglicana (Straub et al., 1998) e em biópsias miocárdicas de humanos com 

cardiomiopatia dilatada (Vatta et al., 2002). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Complexo de glicoproteínas associadas à distrofina (CGD). Representação esquemática 
da organização das proteínas do complexo de glicoproteínas associadas à distrofina. 



 

A hipótese é 
o princípio de todo raciocínio experimental. 

Sem ela não há investigação possível e nada se 
pode realmente aprender: o único que se faria seria  

acumular observações estéreis. (Claude Bernard, 1865) 
 
 

2.  HIPÓTESE 

Estudar as alterações morfológicas cardíacas observadas na sépsis polimicrobiana 

focalizando predominantemente as comunicações intercelulares e a maquinaria contrátil do 

miocárdio, e a possível correlação dessas alterações estruturais com a disfunção cardíaca 

observada na sépsis. 

 

 

2.1  OBJETIVOS 

Até o presente momento não existem dados na literatura demonstrando uma relação 

direta entre alterações nas comunicações intercelulares de cardiomiócitos vizinhos ou 

modificações na expressão de proteínas do citoesqueleto e da matriz extracelular com a 

disfunção miocárdica observada na sépsis. Portanto, o presente estudo foi proposto para (1) 

avaliar se alterações nas comunicações intercelulares e acoplagem mecânica entre os 

cardiomiócitos vizinhos pode ocorrer na sépsis e contribuir para a depressão miocárdica e (2) 

avaliar se há modificações na expressão das proteínas do arcabouço celular e da matriz 

extracelular e se essas possuem papel importante nas alterações cardiovasculares observadas 

na sépsis.  



 

 
 
 
 
 
 
 

3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1  Considerações gerais 

Foram utilizados camundongos machos, selvagens C57BL/6, com aproximadamente 

20g, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo (FMRP-USP) e mantidos no Biotério do Departamento de 

Patologia em condições de temperatura constante (23 a 25ºC), com livre acesso a água e dieta 

sólida de laboratório. A composição aproximada da dieta normalmente comercializada é 

(g/100g): proteína 21,0; gordura 3,5; carboidratos 60,0; sais 5,3; complexo vitamínico 2,0 e 

cinzas (dados fornecidos pelo produtor). Essa dieta provê aproximadamente 3,5 kcal/g. O 

presente projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA) da FMRP-USP com protocolo nº 012/2004 em 26/04/2004 (Anexo A). 

 

3.2  Delineamento experimental 

Os animais foram divididos aleatoriamente e identificados em três grupos: animais falso-

operados (sham); submetidos ao estímulo séptico moderado (ESM); e submetidos ao estímulo 

séptico grave (ESG). Foram utilizados 4 a 10 animais por grupo dependendo do experimento a 

ser realizado. O sacrifício dos animais foi realizado 0, 6, 12 e 24 horas pós-operatório, de 

acordo com a necessidade do experimento. Quando necessário, a quantidade de animais do 

grupo ESG foi aumentada devido ao alto índice de mortalidade. Somente os animais que 

desenvolveram sépsis foram considerados neste grupo. 



 

3.3  Indução experimental de sépsis polimicrobiana  

Utilizamos como modelo de sépsis polimicrobiana o modelo de ligação e perfuração do 

ceco (CLP - “Cecal Ligation and Puncture”), originalmente descrito por Wichterman e 

colaboradores em 1980, com algumas modificações. Resumidamente, os animais foram 

anestesiados com tribromoetanol (250mg/kg) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA), em 

solução a 2,5%, administrados intraperitonealmente (i.p.). Posteriormente, foi realizada 

laparotomia mediana com aproximadamente 1 cm de extensão. O ceco foi localizado, exposto 

e ligado com linha de seda estéril. Após este procedimento, o mesmo foi perfurado duas vezes 

com agulha 18G (estímulo séptico grave - ESG), ou duas vezes com agulha 30G (estímulo 

séptico moderado - ESM). O grupo de animais falso-operado foi submetido ao mesmo 

procedimento, porém sem a ligação e perfuração do ceco. Após o processo cirúrgico, o ceco 

dos animais foi recolocado em sua posição e o abdômen fechado em duas camadas. 

Imediatamente após a cirurgia cada animal recebeu uma injeção subcutânea de 1 mL de salina 

e foi colocado em incubadora a 37ºC por 30 minutos. 

 

3.4  Avaliação da sobrevida 

A mortalidade foi determinada através da observação da sobrevivência dos animais 

durante o período de infecção, ou seja, após a indução dos diferentes estímulos sépticos. Foi 

estabelecido um prazo máximo de observação de 72 horas. Nesse experimento foram 

utilizados 10 animais por grupo. 

 

3.5  Contagem de bactérias na cavidade peritoneal e no sangue  

Seis horas após a indução dos diferentes estímulos sépticos, os animais foram mortos 

(n=5 animais por grupo) para coleta de sangue através do plexo orbital e lavado peritoneal por 

lavagem e punção da cavidade abdominal. Para a contagem de bactérias na cavidade 

abdominal, a pele dos animais foi limpa e esterilizada. Em seguida, 2 mL de PBS estéril foram 

injetados na cavidade abdominal com agulha estéril, o abdômen do animal foi levemente 



 

massageado e posteriormente foi colhido 1 mL de solução. O lavado peritoneal foi diluído 

(1:100, 1:1000 e 1:10.000) em PBS estéril e 10 µl dessa solução foram semeados em placas de 

petri contendo meio Agar Müeller Hinton (Difco Laboratories, Detroit, EUA) e incubados a 

37ºC por 24 horas. Para bacteremia, 10 µl do sangue coletado em condições estéreis foram 

semeados e as placas incubadas a 37ºC por 24 horas (Difco Laboratories). Os resultados foram 

expressos como o Log do número de unidades formadoras de colônia (CFU) por mililitro (Log 

de CFU/mL). 

 

3.6  Quantificação de citocinas e quimiocinas 

As concentrações do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e da proteína inflamatória de 

monócito-1α (MIP-1α) foram quantificadas no sangue e lavado peritoneal 6 horas após a 

indução da sépsis (n=5 animais por grupo). Após a morte dos animais o sangue e o lavado 

peritoneal foram colhidos e centrifugados por 10 minutos a 800 g. As dosagens foram 

determinadas pelo método imunoenzimático ELISA. Resumidamente, placas de 96 poços 

foram cobertas com 50 μl/poço do anticorpo específico anti-TNF-α (2 μg/mL) e anti-MIP-1α 

(1 μg/mL) (Pharmigen, San Diego, CA, EUA). Os anticorpos foram diluídos em solução de 

ligação (binding buffer) pH 9,0 e incubados por 18-24 horas a 4ºC. Em seguida, as placas 

foram lavadas 3 vezes com PBS/Tween-20 (0,05% Sigma). As ligações inespecíficas foram 

bloqueadas com 100 μl de PBS/BSA 1% por 2 horas em temperatura ambiente.  As amostras e 

o padrão (curva padrão) contendo as concentrações para TNF-α (2000 pg/mL) e MIP-1α 

(4000 pg/mL) (Pharmigen) foram adicionadas às placas (50 μl) e incubadas por 18-24 horas a 

4ºC. Após esse período, as placas foram lavadas com PBS/Tween e 50 μl dos anticorpos 

biotinilados específicos para cada citocina foram adicionados nas concentrações: TNF-α 

(0,1μg/mL) e MIP-1α (0,2 μg/mL). Após 1 hora, as placas foram lavadas e, em seguida, foi 

adicionado o conjugado avidina-peroxidase (diluição de 1:5000) em cada poço e incubadas 

por 30 minutos. Após, 100 μl do substrato OPD (o-fenilenediamina-dihidrocloreto, Sigma) em 

solução tampão substrato (pH 5,0) foi adicionado. As placas foram incubadas por 15 a 20 

minutos em temperatura ambiente. A reação foi interrompida com 50 μl de H2SO4 (1 M) e a 



 

densidade óptica (DO) medida a 490 nm em espectrofotômetro (Spectra Max-250, Molecular 

Devices). Os resultados estão expressos em picogramas/mL. 

 

3.7  Avaliação de pressão arterial 

Após os períodos de tempo pré-determinados (0, 6, 12 e 24 horas), os animais de cada 

grupo (n=6 a 10 animais por grupo) foram anestesiados com tribromoetanol a 2,5% em doses 

de 250 mg/kg, i.p. Posteriormente a artéria carótida foi localizada e clampeada nas partes 

distal e proximal. Em seguida foi realizada uma incisão puntiforme na superfície anterior da 

artéria onde foi introduzido um cateter – cânula PE-10 (Becton & Dickinson, Franklin Lakes, 

NJ, EUA). A cânula foi conectada a um transdutor de pressão arterial acoplado a interfase 

Power Lab/415 (ADInstruments, Inc. Colorado Springs, CO, EUA) e registrada a pressão 

arterial média nos diferentes grupos experimentais. 

 

3.8  Morte dos animais e coleta do material para análise histológica 

Após 12 e 24 horas da indução da sépsis, os animais de cada grupo foram anestesiados 

por inalação de vapor de éter etílico (Mallinckrodt Baker, S.A., Xalostoc, México). A 

cavidade torácica foi aberta, expondo o coração ainda pulsando. Os corações foram 

rapidamente excisados, lavados com solução gelada (4ºC) de NaCl a 0,9% (Anexo B), secos 

em papel filtro, pesados em balança de precisão (Denver Instrument Company, Arcada, CO, 

EUA) e imediatamente fixados por imersão em formol a 3,7% em PBS. 

 

3.9  Microscopia óptica convencional 

Os corações inteiros (n=4 animais por grupo) foram fixados por imersão em formol a 

3,7% em PBS e mantidos em geladeira a 4oC overnight. Após esse período, os corações foram 

cortados do ápice para a base longitudinalmente em metades anterior e posterior. Em seguida, 

desidratados em concentrações crescentes de álcool 80%, 95% (30 minutos cada) e 100% (4 

trocas de 1 hora cada). Após o último álcool, as amostras foram clarificadas em xilol (3 



 

banhos de 30 minutos cada), dois banhos de parafina (2 horas cada) e incluídas em parafina. 

Cada bloco de parafina foi cortado em secções de 5 μm de espessura e, posteriormente, 

corados com hematoxilina e eosina (Anexo C). 

 

3.10  Microscopia óptica de alta resolução (metacrilato) 

Após 24 horas de fixação em formol a 3,7% em PBS (4ºC), os corações foram cortados 

do ápice para a base longitudinalmente em metades anterior e posterior (n=6 animais por 

grupo). Esses corações foram desidratados em concentrações crescentes de álcool 70%, 95% 

(3 trocas de 15 minutos cada) e 100% (3 trocas de 1 hora cada), passados pela solução pré-

infiltradora (24 horas), solução infiltradora (24 horas), incluídos em resina e colocados em 

suportes apropriados (Historesin®, Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha) (Anexo 

B). O material foi deixado pelo menos 24 horas em estufa a 60ºC para endurecimento da 

resina. Cortes de 2,5 μm foram obtidos em micrótomo Sorvall JB4-A (DuPont Company, 

Newtown, CT, EUA), estirados em banho-maria à temperatura ambiente, colocados em lâmina 

de vidro e secos em platina aquecida a uma temperatura de 55-60ºC por aproximadamente 24 

horas. Logo após, os cortes foram corados com azul de toluidina (Anexo C).  

 

3.11  Análise do coração e morfometria  

O diâmetro dos cardiomiócitos do ventrículo esquerdo e septo interventricular foram 

analisados pelo programa Leica QWin Software V 3.2.0 (Leica Imaging Systems Ltd., 

Cambridge, Inglaterra) em conjunto com um microscópio óptico Leica DMR (Leica 

Mycrosystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Inglaterra), videocâmera (Leica DC300F, Leica 

Mycrosysrems AG, Heerbrugg, Suíça) e um computador on line. Foram utilizados corações 

incluídos em metacrilato para esse estudo (n=6 animais por grupo). Foi mensurado o menor 

diâmetro de cada cardiomiócito em uma área padrão de 0,093 mm2, em aumento de 400x. O 

corte histológico de cada coração foi dividido em cinco regiões: base do ventrículo esquerdo 

(face lateral livre), porção mediana do ventrículo esquerdo (face lateral livre), ápice, base do 



 

septo e porção mediana do septo. Em cada região foram coletadas 50 medidas, totalizando 250 

medidas por coração. Os corações controles foram submetidos aos mesmos procedimentos.  

 

3.12  Análise de Imunofluorescência 

Imediatamente após a anestesia dos animais, (n=4 animais por grupo), os corações foram 

excisados, lavados com solução gelada (4ºC) de NaCl a 0,9%, secos em papel filtro e 

seccionados frontalmente em metades anterior e posterior. Esses corações foram colocados em 

meio de criopreservação Tissue-Tek (Triangle Biomedical Sciences, Durham, NC, EUA) e 

imediatamente congelados em isopentano (Vetec Química, Rio de Janeiro, RJ) resfriado em 

nitrogênio líquido. As amostras foram armazenadas à -80ºC para estudo em 

imunofluorescência. Cortes de 5 μm de espessura foram obtidos no criostato Leica CM 1850 

(Leica Instruments Nussloch GmbH, Nussloch, Alemanha), transferidos para lâminas 

silanizadas e fixados em acetona gelada por 10 minutos. Depois de fixadas e secas em 

temperatura ambiente, as lâminas foram lavadas com PBS (3 vezes de 10 minutos) (Anexo B) 

e colocadas em Triton 0,5% em PBS durante 15 minutos. Em seguida, as lâminas foram 

lavadas novamente com PBS (3 vezes de 10 minutos), e posteriormente incubadas com soro 

normal de cavalo 1:50 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) durante 30 minutos. 

Após, as lâminas foram incubadas com anticorpo primário diluído em BSA 1% e deixadas 

incubando overnight a 4ºC. Foram utilizados anticorpos primários contra: conexina-43 

(anticorpo monoclonal de camundongo anti-conexina-43, Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, EUA, diluição 1:200), N-caderina (anticorpo policlonal de coelho anti-N-caderina, 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, diluição 1:200), actina sarcomérica (anticorpo 

monoclonal de camundongo anti-α-actina sarcomérica, Sigma Co., St. Louis, MO, EUA, 

diluição 1:400), miosina (anticorpo monoclonal de coelho anti-miosina, RDI, Inc Flanders, NJ, 

EUA) distrofina (anticorpo policlonal de coelho anti-distrofina, Santa Cruz Biotechnology, 

diluição 1:100), albumina (anticorpo monoclonal de camundongo anti-albumina conjugada 

com FITC, Bethyl Laboratories Inc., Montgomey, Texas, EUA, diluição 1:600), β-

distroglicana (anticorpo monoclonal de camundongo anti-β-distroglicana, Vector 



 

Laboratories, diluição 1:400) e merosina laminina α-2 (anticorpo monoclonal de camundongo 

anti- merosina laminina α-2, Vector Laboratories, diluição 1:100). As lâminas para as reações 

com anticorpos primários β-distroglicana não foram fixadas com acetona. Após o anticorpo 

primário, as lâminas foram lavadas com PBS (3 vezes de 10 minutos) e incubadas com 

anticorpo secundário. Foram utilizados como anticorpos secundários conjugados: α-mouse-

IgG/FITC, α-mouse-IgG/AMCA, α-rabbit-IgG/Texas red (Vector Laboratories) 1:200 diluídos 

em HEPES 0,01 M, durante 1 hora em temperatura ambiente e posteriormente lavadas com 

PBS (3 vezes de 10 minutos). Para marcação de actina foi utilizada faloidina (Molecular 

Probes, Eugene, OR, EUA) 1:1000 diluída em BSA 0,1%. As lâminas foram deixadas na 

estufa a 37ºC por 30 minutos e lavadas novamente com PBS (3 vezes de 10 minutos). A 

marcação nuclear foi feita com 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihidrochloryde (DAPI, 

Molecular Probes) por 3 minutos. Posteriormente, as lâminas foram lavadas com PBS (3 vezes 

de 10 minutos) e montadas com Prolong® (Invitrogen, Molecular Probes). As lâminas com 

marcação para merosina laminina α-2 foram fixadas em paraformoldeído 2% por 1 minuto 

após anticorpo secundário, antes de serem montadas. Para a análise das lâminas marcadas com 

anticorpos contra actina e miosina foi utilizado microscópio confocal Leica TCS SP2 SE 

(Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Alemanha), as demais marcações foram 

analisadas em microscópio de fluorescência Leica DMR (Leica Microsystems). Em seguida, 

as imagens foram captadas por videocâmera (Leica DC300F, Leica Mycrosysrems AG, 

Heerbrugg, Suíça) e analisadas com programa Leica QWin Software V 3.2.0 (Leica Imaging 

Systems Ltd., Cambridge, Inglaterra).  

 

3.13  Análise quantitativa do sinal fluorescente 

Para medir a densidade óptica do sinal fluorescente para as proteínas conexina-43, N-

caderina, distrofina e β-distroglicana, as secções de cada coração foram coradas com anticorpo 

específico e examinadas em microscópio de fluorescência com aumento de 400x. Para o 

exame das secções foi utilizado o filtro de excitação azul 480/40-nm e o filtro de supressão 

527/30-nm para visualização das moléculas de conexina-43, N-caderina, distrofina e β-



 

distroglicana. As áreas do miocárdio selecionadas para análise apresentaram-se bem 

preservadas, com feixes de tecido muscular cardíaco compacto e cortados longitudinalmente 

para avaliação das moléculas de conexina-43 e N-caderina e transversalmente para análise das 

moléculas de distrofina e β-distroglicana. Foram utilizados 4 animais por grupo, sendo 

fotografadas 5-10 áreas de 0,093 mm2 cada, de todos os corações. Os campos microscópicos 

foram escolhidos ao acaso, observando o critério de corte longitudinal ou transversal dos 

miócitos. As áreas foram determinadas e analisadas individualmente utilizando o programa 

Leica Qwin Standard (Leica Microsystems Image Solutions, Cambrigde, Inglaterra) em 

conjunto com o microscópio Leica DMR (Leica Microsystems, GmbH, Wetzlar, Alemanha), 

acoplado a uma câmera (Leica Microsystems Ltd, Heerbrugg, Suiça) e um microcomputador. 

Em geral, os níveis de background de fluorescência foram baixos e a imunorreatividade do 

material reconhecida pelos anticorpos anti-conexina-43 e anti-N-caderina foram concentradas 

nos pontos de aposição intercelular, enquanto a imunorreatividade do material reconhecida 

pelos anticorpos anti-β-distroglicana e anti-distrofina foram localizadas na região da 

membrana celular. O baixo background e o sinal fluorescente intensamente localizado 

favoreceram sua determinação facilitando a identificação dos locais de marcação. Dessa 

forma, foi possível obter a densidade óptica do sinal fluorescente das proteínas de maneira 

interativa. Algumas secções foram coradas com faloidina (Alexa Fluor 594 phalloidin, 

Molecular Probes, Eugene, EUA) para visualização de actina.  

 

3.14  Western blotting 

Para determinar as quantidades das proteínas conexina-43, N-caderina, distrofina e β-

distroglicana nos corações sépticos, amostras do miocárdio dos ventrículos direito e esquerdo 

foram colhidas e analisadas por imunoblotting 24 horas após a indução de sépsis. Os corações 

foram coletados (n=6 animais por grupo), lavados em tampão PBS estéril e preparados para 

extração de proteínas. Para a extração das proteínas foram adicionados 400 µl de tampão de 

extração (100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 7,6, 0,1% SDS e 1 mM PMSF; Sigma-Aldrich, 

Inc., Saint Louis, MO, EUA) ao tecido que foi triturado com homogeneizador de tecidos 



 

(Polytron, Glen Mills Inc. Clifton, NJ, EUA). Após este procedimento o material foi 

centrifugado a 13.000 rpm por 20 minutos a 4ºC. O sobrenadante contendo a solução de 

proteínas foi coletado e aliquotado para dosagem de proteínas. Em seguida, amostras contendo 

40 μg de proteínas foram aplicadas em gel de eletroforese SDS-PAGE a 4%, 7% ou 12% de 

acordo com o peso molecular da proteína a ser analisada. Terminada a corrida do gel, as 

proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL; GE 

Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ, EUA). A transferência completa das proteínas 

foi confirmada pela coloração de ambos, o gel e a membrana com corante Ponceau S (Sigma-

Aldrich). A membrana de nitrocelulose carregando as proteínas foi colocada em solução de 

bloqueio com leite desnatado a 5% por 24 horas a 4ºC. Após, a membrana foi lavada em 

solução tampão TBS-T (Tampão Tris-salina tamponada Tween-20, pH 7,6) e incubada 

overnight a 4ºC com os seguintes anticorpos primários: anti-conexina-43 (diluição 1:500, 

Santa Cruz Biotechnology), anti-N-caderina (diluição 1:500, Santa Cruz Biotechnology), anti-

distrofina (diluição 1:750, Santa Cruz Biotechnology) ou anti-β-distroglicana (diluição 1:500, 

Santa Cruz Biotechnology) diluídos em solução de leite desnatado a 5% e tampão TBS-T. 

Foram utilizados os mesmos anticorpos para Western blotting e imunofluorescência. Após o 

período de incubação, as membranas foram lavadas em tampão TBS-T e incubadas por 30 

minutos à temperatura ambiente com anticorpos secundários conjugados com HRP. Foram 

utilizados anticorpos anti-IgG de cabra produzido em coelho, 1:20.000 e anti-IgG de 

camundongo produzido em cavalo, 1:7.000 (Vector Laboratories). Em seguida, a membrana 

foi lavada novamente em tampão TBS-T e incubada com solução de revelação ECL (ECL Kit; 

GE Healthcare Bio-Sciences) de acordo com as especificações do fabricante. Após este 

processo, a membrana foi colocada em K-7 (chassi para revelação de Raios X) e exposta ao 

filme ECL (ECL Film; GE Healthcare Bio-Sciences) por 2 a 20 minutos. Após o 

escaneamento dos filmes de raio X, a quantificação das bandas específicas foi realizada 

usando o programa Gel-Pro Analyzer software (Silver Spring, MD, EUA). Os valores 

relatados são referentes à densidade óptica (DO) das bandas expressas em unidade arbitrária 

(UA).  

 



 

3.15  Análise ultra-estrutural 

A caracterização das alterações morfológicas do miocárdio dos animais submetidos à 

sépsis induzida por CLP foi analisada por microscopia eletrônica de transmissão (MET). O 

miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais falso-operados e submetidos à sépsis grave 

(n=5 animais por grupo) foram lavados com solução salina a 0,9% gelada (4ºC), recortados em 

blocos de aproximadamente 1mm2 de área e imersos em solução de fixação com aldeído 

glutárico a 2,5% (Anexo B) em tampão cacodilato de sódio 0,2 M (pH 7,3) (Anexo D). As 

amostras foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio a 1% (Anexo B) em tampão cacodilato de 

sódio 0,2M por 2 horas. A desidratação foi realizada em série crescente de acetona (30%, 

50%, 90% e 95%, 10 minutos cada e 100%, 3 trocas de 20 minutos cada). O material foi 

infiltrado com a mistura de resina e acetona 3:1, 1:1 e 1:3 (1 hora cada), resina pura (3 trocas 

de 1 hora cada) e inclusão em resina Araldite 502 (Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA) 

(Anexo D). Cortes de 0,75 μm foram obtidos com navalha de vidro, corados com azul de 

toluidina e examinados em microscópio óptico para seleção das áreas posteriormente 

submetidas a cortes ultrafinos. Esses foram obtidos com navalha de diamante em 

ultramicrótomo Sorvall MT-5000 (DuPont Company, Newtown, CT, EUA), colocados em 

grades de cobre de 200 mesh (Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA), duplamente 

contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo (Anexo C), observados e fotografados 

em microscópio eletrônico Zeiss EM109 (Carl Zeiss) a 80 kV. 

 

3.16  Análise Estatística 

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa estatístico GraphPad Prism 

4 (Graph Pad Software In., San Diego, California, EUA). O teste t de Student foi utilizado 

para comparação entre duas variáveis com distribuição normal. Comparações múltiplas foram 

feitas pela análise de variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey. O índice de sobrevida foi 

apresentado como a porcentagem de animais vivos. O nível de significância escolhido foi de 

5% e os dados são apresentados como média + erro padrão da média (EPM).  



 

 
 
 
 
 
 
 

4.  RESULTADOS 

 

 

4.1  Indução de sépsis e avaliação do modelo de CLP 

Caracterização do índice de mortalidade em animais submetidos à sépsis 
polimicrobiana  

Vinte e quatro horas após a indução da sépsis, os animais apresentaram piloereção, 

tremores, prostração, atonia muscular e diminuição da movimentação, sinais da instalação do 

estado de sépsis. O tempo de latência e a intensidade desses sinais dependeram dos calibres 

das agulhas utilizadas para as perfurações. Foi determinado que a sépsis moderada (grupo 

ESM) seria induzida por duas perfurações no ceco com agulha 30G, enquanto a sépsis grave 

(ESG) seria induzida por duas perfurações no ceco com agulha 18G.  

A figura 2 mostra a curva atuarial de mortalidade dos animais submetidos à falsa 

cirurgia (sham), ao estímulo séptico moderado (ESM) e ao estímulo séptico grave (ESG). Os 

animais falso-operados apresentaram um índice de sobrevida de 100% após o final do período 

de observação de 72 horas. Os camundongos submetidos ao estímulo séptico moderado 

mostraram 90% de sobrevida 12 horas após a indução da sépsis. Após 24 horas, tempo 

definido como período de estudo, a porcentagem de sobrevida dos animais do grupo ESM foi 

de 80%, declinando progressivamente para 50% ao fim do período de 72 horas. Os animais 

submetidos ao estímulo séptico grave apresentaram 70% de mortalidade 12 horas após a 

indução da sépsis, 90% após 24 horas e permaneceram com essa porcentagem até o final do 

período de observação, 72 horas.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Sobrevida dos animais após a cirurgia de ligação e perfuração do ceco. Os dados 
mostram a porcentagem de sobrevida dos animais submetidos à falsa cirurgia (sham), ao estímulo 
séptico moderado (ESM) e ao estímulo séptico grave (ESG). A sobrevida dos animais foi 
acompanhada diariamente por um período de 72 horas após a indução da sépsis (n=10). Os resultados 
são representativos de três experimentos independentes.  



 

Contagem de bactérias no lavado peritoneal e no sangue  

A avaliação do clearance bacteriano foi realizada 6 horas após a indução dos diferentes 

estímulos sépticos. A figura 3 mostra o número de bactérias presentes na cavidade peritoneal e 

no sangue dos animais submetidos à sépsis polimicrobiana. Os animais do grupo ESM 

apresentaram uma pequena quantidade de bactérias na cavidade peritoneal (Figura 3A) não 

mostrando diferença significativa quando comparados aos animais do grupo falso-operado. 

Entretanto, nos animais do grupo ESG o número de bactérias encontrado na cavidade 

peritoneal foi alto, superior aos valores observados no grupo ESM. A figura 3B mostra o 

número de bactérias presentes no sangue dos animais submetidos aos diferentes estímulos. Os 

animais do grupo ESM exibiram bacteremia leve, não diferindo estatisticamente dos valores 

encontrados nos animais falso-operados. Já os animais do grupo ESG apresentaram um 

elevado número de bactérias no sangue quando comparados aos animais do grupo ESM e do 

grupo falso-operado, indicando deficiência no controle do foco infeccioso.  



 

 

 

 

 

A           B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Contagem de bactérias no lavado peritoneal e no sangue. O número de bactérias no 
lavado peritoneal (A) e no sangue (B) foi quantificado 6 horas após a indução da sépsis 
polimicrobiana, nos animais do grupo falso-operado (sham), submetidos ao estímulo séptico moderado 
(ESM) e grave (ESG). O número médio de CFUs na cavidade peritoneal e no sangue dos animais do 
grupo ESG foi maior que os valores obtidos nos grupos ESM e sham. Os resultados são expressos 
como o número de unidades formadoras de colônias (CFU) por mililitro de amostra (n=5) e são 
representativos de dois experimentos independentes. 
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Quantificação de citocinas e quimiocinas 

Os níveis de TNF-α e MIP-1α foram determinados no lavado peritoneal e no soro dos 

animais 6 horas após a indução da sépsis polimicrobiana (Figura 4). Os níveis de TNF-α no 

lavado peritoneal e no soro dos animais do grupo ESM não foram estatisticamente diferentes 

dos valores encontrados nos animais do grupo falso-operado. Entretanto, nos animais do grupo 

ESG, as concentrações de TNF-α, tanto no lavado peritoneal quanto no soro foram muito 

acentuadas se comparadas aos valores encontrados nos grupos ESM e falso-operado. Os níveis 

de MIP-1α no lavado peritoneal dos animais do grupo ESM foram significativamente maiores 

quando comparados aos animais falso-operados, enquanto os níveis séricos dessa quimiocina 

não diferiram entre si. As concentrações de MIP-1α, tanto no soro quanto no lavado peritoneal 

dos animais do grupo ESG, foram muito elevadas quando comparadas a ambos os grupos, 

ESM e falso-operado.   
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Figura 4. Quantificação de citocinas e quimiocinas no lavado peritoneal e soro após indução da 
sépsis. As concentrações de TNF-α (A, B) e MIP-1α (C, D) foram avaliadas no lavado peritoneal e no 
soro dos animais falso-operados (sham), submetidos à sépsis moderada (ESM) e grave (ESG), 6 horas 
após a cirurgia. Os dados mostram um aumento significativo de TNF-α e MIP-1α no lavado peritoneal 
e no soro dos animais do grupo ESG se comparados aos demais grupos ESM e sham. Os resultados são 
expressos em picogramas por mL (n=5) e são representativos de dois experimentos independentes.  
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Avaliação da pressão arterial média  

A figura 5 mostra o valor médio da pressão arterial (mmHg) dos animais submetidos aos 

diferentes estímulos sépticos. Nos períodos experimentais de 0, 6, 12 e 24 horas após a 

indução de sépsis, a artéria carótida dos camundongos foi canulada e foram realizados os 

registros de pressão arterial média nos animais falso-operados, submetidos à sépsis moderada 

e a sépsis grave. 

O primeiro registro da pressão arterial média foi realizado no tempo 0 (zero) do 

experimento, imediatamente após a indução da sépsis polimicrobiana, e mostrou valores 

similares entre os animais dos grupos falso-operado (120,20 ± 7,23 mmHg), ESM (114,70 ± 

7,67 mmHg) e ESG (117,60 ± 6,95 mmHg). Seis horas após a indução da sépsis, a pressão 

arterial média foi significativamente menor nos animais dos grupos ESM (85,42 ± 16,69 

mmHg) e ESG (54,29 ± 12,34 mmHg), quando comparados aos animais falso-operados 

(118,90 ± 5,64 mmHg) no mesmo período. A próxima avaliação, realizada 12 horas após a 

indução da sépsis, mostrou uma redução significativa da pressão arterial média nos animais 

dos grupos ESM e ESG (85,57 ± 14,35 mmHg e 47,43 ± 12,84 mmHg, respectivamente) 

quando comparados aos valores registrados nos animais falso-operados (117,8 ± 4,71 mmHg). 

Ao final do período de avaliação, 24 horas após a indução da sépsis polimicrobiana, a pressão 

arterial média dos animais do grupo ESM e do grupo falso-operado apresentaram medidas 

semelhantes (119,20 ± 8,64 mmHg e 109,6 ± 9,31 mmHg, respectivamente). Entretanto, a 

pressão arterial média dos animais do grupo ESG permaneceu em níveis muito baixos sendo 

registrados valores de 65,86 ± 23,02 mmHg. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Curva da pressão arterial media após a indução de sépsis. O valor médio da pressão 
arterial carotídea foi avaliado 0, 6, 12 e 24 horas após falsa cirurgia (sham) ou indução dos estímulos 
sépticos: moderado (ESM) e grave (ESG). Os resultados são expressos em unidade de medida de 
pressão (mmHg) e são representativos de três experimentos independentes. Foram utilizados de 6 a 10 
animais por grupo em cada período de avaliação. 

 

 



 

Análise histopatológica das alterações estruturais do miocárdio  

A análise histopatológica do tecido cardíaco dos animais do grupo ESG 12 horas após a 

indução da sépsis polimicrobiana não apresentou alterações morfológicas relevantes, visíveis 

ao microscópio óptico (dados não mostrados). Entretanto, 24 horas após a indução da sépsis, 

no miocárdio dos animais do grupo ESG observou-se a formação de focos difusos de 

miocitólise (Figura 6) e presença de edema, quando comparado ao miocárdio dos animais 

falso-operados. Não foi detectada a presença de infiltrado inflamatório no miocárdio dos 

animais do grupo ESG em nenhum dos períodos avaliados.  

As alterações estruturais ocorridas no miocárdio durante a sépsis puderam ser 

observadas em maiores detalhes quando o tecido cardíaco dos animais do grupo falso-operado 

e ESG foram submetidos à técnica de microscopia óptica de alta resolução (metacrilato). São 

mostrados apenas os resultados obtidos 24 horas após a indução da sépsis grave (Figura 7), 

onde a formação dos focos de miocitólise e a presença de edema se tornam mais evidentes. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Análise histopatológica do miocárdio dos animais falso-operados e submetidos à sépsis 
grave (material incluído em parafina). O miocárdio dos animais do grupo sham (painel superior) e 
ESG (painel inferior), 24 horas pós a indução de sépsis, foram corados com hematoxilina e eosina e 
analisados ao microscópio óptico. As setas indicam a formação de focos difusos de miocitólise no 
miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do grupo ESG. Resultados representativos de três 
experimentos realizados separadamente. As barras indicam 50 µm em aumento de 400x. 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Análise histopatológica do miocárdio dos animais falso-operados e submetidos à sépsis 
grave (material incluído em metacrilato). O miocárdio dos amimais do grupo sham (painel superior) 
e ESG (painel inferior), 24 horas pós a indução de sépsis, foram submetidos à microscopia óptica de 
alta resolução (metacrilato). A formação dos focos de miocitólise e a presença de edema tornam-se 
mais evidentes no miocárdio séptico. Resultados representativos de três experimentos realizados 
separadamente. As barras indicam 50 μm em aumento de 400x. 
 



 

Avaliação morfométrica das células miocárdicas 

A figura 8A mostra os resultados da avaliação morfométrica das células miocárdicas do 

ventrículo esquerdo, realizada 12 horas após a indução da sépsis. Os resultados demonstraram 

que os cardiomiócitos dos animais do grupo ESG apresentaram um discreto aumento no 

diâmetro quando comparado aos animais do grupo ESM e falso-operado. As células do 

miocárdio dos animais do grupo ESG encontravam-se aproximadamente 10,03% maiores que 

os cardiomiócitos dos animais do grupo ESM e 16,42% maiores que as células dos animais 

falso-operados. Após 24 horas do estímulo séptico, os diâmetros dos cardiomiócitos dos 

animais do grupo ESG encontravam-se visivelmente maiores, se comparados aos 

cardiomiócitos dos animais do grupo ESM e falso-operado, indicando aumento do edema 

intracelular (figura 8B). Os diâmetros dos cardiomiócitos dos animais submetidos à sépsis 

grave encontravam-se aproximadamente 21,15% maiores que os cardiomiócitos dos animais 

do grupo ESM e 31,44% maiores que as células dos animais normais. 

O gráfico "box and whisker plot” (figura 8) mostra o conjunto de todos os dados, sendo 

particularmente útil para comparar diversos grupos. O gráfico se estende acima do box 

mostrando os maiores valores obtidos e abaixo do box mostrando os menores valores 

(relacionado à escala de quartis). A barra transversal no box indica a mediana dos valores. As 

linhas de cada extremidade representam os pontos os mais remotos.  

Quando todos os valores obtidos na análise morfométrica das células miocárdicas do 

ventrículo esquerdo, 12 e 24 horas após a indução da sépsis, são colocados em um gráfico de 

distribuição de freqüência pode-se observar claramente um desvio à direita dos valores dos 

diâmetros dos miócitos no grupo ESG, se comparados aos valores dos grupos ESM e falso-

operado. Esse desvio torna-se mais acentuado 24 horas após a indução da sépsis (Figura 9). 
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Figura 8. Diâmetro das células miocárdicas dos animais falso-operados e submetidos aos 
diferentes estímulos sépticos. Nota-se um aumento do diâmetro das células miocárdicas do ventrículo 
esquerdo dos animais do grupo ESM e ESG, 12 (A) e 24 (B) horas após a indução de sépsis. Os 
resultados são expressos em micrômetros (μm) e são representativos de dois experimentos 
independentes. Foram utilizados 6 animais por grupo em cada período de avaliação. 
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Figura 9. Distribuição de freqüência dos valores do diâmetro das células miocárdicas do 
ventrículo esquerdo dos animais falso-operados e submetidos aos diferentes estímulos sépticos. 
Observa-se um desvio à direita dos valores nos animais do grupo ESG, 12 (A) e 24 (B) horas após a 
indução da sépsis, caracterizando o aumento do diâmetro das células miocárdicas desses animais em 
comparação aos demais grupos. 
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Análise ultra-estrutural do miocárdio  

O estudo ultra-estrutural revelou que o miocárdio dos animais falso-operados era 

indistingüível do esperado para o músculo cardíaco de mamíferos (Moore et al., 1957, Rossi et 

al., 1980, Severs et al., 2000) (Figura 10A). O miocárdio dos animais com sépsis grave (Figura 

10 B, C e D) apresentou alterações significativas: fragmentação e desorientação de miofibrilas, 

edema intermiofibrilar, alterações mitocondriais caracterizadas por tumefação e diminuição da 

densidade da matriz, formação de bandas de contratura e ruptura do sarcolema de 

cardiomiócitos.  

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Alterações ultra-estruturais miocárdicas na sépsis induzida por CLP. O miocárdio 
ventricular dos animais falso-operados não apresentou alterações em sua estrutura miofibrilar (A). Ao 
contrário, os animais do grupo ESG, 24 horas após a indução da sépsis apresentaram (B) fragmentação 
e desorientação das miofibrilas com presença de edema intermiofibrilar, (C) tumefação mitocondrial 
com diminuição da matriz e bandas de contratura, (D) ruptura do sarcolema e formação de bandas de 
contratura. A fragmentação das miofibrilas e a ruptura do sarcolema está indicada pelas setas pretas, 
edema intermiofibrilar (*), núcleo (nu), miofibrila (mf), mitocondria (mi) e banda de contratura (bc) 
estão indicados por letras e símbolos. Em A, a barra indica 2 µm, em B, C e D, as barras indicam 3 
µm. 
 



 

4.2  As junções celulares na sépsis induzida por CLP 

As fibras musculares cardíacas são formadas por muitas células individuais, conectadas 

entre si pelos discos intercalares. Considerando o fato das membranas celulares se fundirem 

umas às outras de modo a formar junções comunicantes permeáveis, permitindo a difusão e a 

movimentação relativa de íons e pequenas moléculas ao longo dos eixos longitudinais das 

fibras cardíacas, pode-se afirmar que a ruptura das proteínas que formam os discos intercalares 

poderia causar cardiomiopatias e outras mudanças que poderiam ser fatais. (Perriard et al., 

2003).  Desse modo, nessa fase do estudo avaliamos o remodelamento dos discos intercalares 

através da análise qualitativa e quantitativa da expressão das proteínas conexina-43 (principal 

proteína constituinte das gap junctions) e N-caderina (principal proteína constituinte das 

junções aderentes) envolvidas com a formação dos discos intercalares. 

 

Avaliação do perfil de expressão de conexina-43 

Como mostrado na figura 11A, imagem representativa da análise qualitativa da 

intensidade de imunofluorescência para conexina-43 no miocárdio do ventrículo esquerdo de 

animais falso-operados (painel superior esquerdo) e submetidos à sépsis grave (painel superior 

direito), a marcação fluorescente foi claramente identificada nos pontos de aposição 

intercelular. Após a análise das secções imunofluorescentes coradas com anticorpo anti-

conexina-43 foi observada a redução acentuada do sinal fluorescente no miocárdio do 

ventrículo esquerdo dos animais do grupo ESG, enquanto o miocárdio dos animais falso-

operados apresentou marcação abundante para essa proteína. A análise da área média (em 

porcentagem) e da intensidade de fluorescência (densidade óptica expressa em unidades 

arbitrárias, DO) de conexina-43 no miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais submetidos 

à sépsis grave (1,18% ± 0,20% e 9,8 ± 0,76 DO, respectivamente) foi fortemente reduzida 

quando comparada aos valores observados no miocárdio dos animais falso-operados (2,25% ± 

0,21% e 16,04 ± 0,78 DO, respectivamente). Os dados mostram uma redução de 

aproximadamente 47,5% de área marcada (Figura 11B) e 40% de intensidade de fluorescência 

(Figura 11C) no miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do grupo ESG. 



 

A análise quantitativa por imunoblotting foi realizada no lisado de proteínas do 

miocárdio dos animais controle e sépticos para estimar a quantidade relativa de conexina-43 

em relação à quantidade total de proteínas. A Figura 12 mostra a quantidade de conexina-43 

com valores expressos em unidades arbitrárias (UA), 24 horas após indução da sépsis 

polimicrobiana. Os níveis de conexina-43 encontrados no tecido cardíaco dos animais do 

grupo ESG (658,90 ± 14,80 UA) foram significativamente reduzidos quando comparados aos 

valores encontrados no miocárdio dos animais submetidos ao estímulo séptico moderado 

(1420,00 ± 34,15 UA) e a falso-operados (1380,00 ± 75,24 UA).  
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Figura 11. Análise imunofluorescente de conexina-43 no miocárdio de animais falso-operados e 
submetidos à sépsis grave. Em (A), foto representativa da microscopia de fluorescência para 
conexina-43 no miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do grupo sham (painel esquerdo) e ESG 
(painel direito). A coloração verde (FITC) indica a presença conexina-43 e a coloração vermelha 
(Texas Red) indica presença de actina. A área média (%) e a intensidade de fluorescência (DO) de 
conexina-43 no miocárdio dos animais do grupo ESG foram fortemente reduzidas em relação aos 
animais sham (B e C, respectivamente). Nos painéis de imunofluorescência as barras indicam 50 µm 
em aumento de 400x. 
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Figura 12. Análise do perfil de expressão de conexina-43 por Western blotting no miocárdio dos 
animais falso-operados e submetidos aos diferentes estímulos sépticos. Observa-se claramente a 
redução nos níveis de conexina-43 no miocárdio dos animais submetidos ao estímulo séptico grave 
(ESG) em relação aos animais do grupo ESM e falso-operados (sham), 24 horas após a cirurgia. Os 
resultados (n=6) são expressos em unidades arbitrárias (UA).  
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Avaliação do perfil de expressão de N-caderina 

A análise qualitativa da expressão de N-caderina no miocárdio do ventrículo esquerdo 

dos animais falso-operados mostrou uma imunorreatividade amplamente distribuída. O sinal 

fluorescente foi observado em forma de partículas reativas, constituindo linhas orientadas 

transversalmente nas regiões citoplasmáticas de junção célula-célula (Figura 13A, painel 

superior esquerdo). Nos animais sépticos (ESG) a marcação para N-caderina foi 

moderadamente reduzida, em algumas áreas de junção celular foram relatadas falhas na 

marcação fluorescente para N-caderina indicando a perda dessa proteína (Figura 13A, painel 

direito). 

A análise de N-caderina no tecido mostrou que os níveis de sinal fluorescente foram 

significativamente reduzidos no miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do grupo ESG, 

se comparados aos animais falso-operados que apresentaram intensa marcação para N-

caderina. A análise da área média (Figura 13B) e da intensidade de fluorescência (Figura 13C) 

de N-caderina no miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do grupo ESG (1,14% ± 

0,17% e 18,51 ± 2,88 DO, respectivamente) foi fortemente reduzida quando comparados aos 

valores encontrados no miocárdio dos animais falso-operados (2,72% ± 0,95% e 27,27 ± 4,17 

DO, respectivamente). Os dados mostram uma redução de aproximadamente 58% de área 

marcada (%) e 32% de intensidade de fluorescência (DO) no miocárdio do ventrículo 

esquerdo dos animais do grupo ESG.   

A figura 14 mostra a quantificação de N-caderina por imunoblotting realizada de forma 

semelhante à conexina-43. Observa-se nesse gráfico redução significativa nos níveis de N-

caderina em ambos os grupos; ESM (798,20 ± 74,92 UA) e ESG (660,60 ± 146,30 UA) em 

comparação aos valores encontrados para os animais falso-operados (1424,00 ± 487,60 UA). 

Esses dados confirmam a diminuição da expressão N-caderina avaliada por 

imunofluorescência.  
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Figura 13. Análise imunofluorescente de N-caderina no miocárdio de animais falso-operados e 
submetidos à sépsis grave. Em (A), foto representativa da microscopia de fluorescência para N-
caderina miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do grupo sham (painel esquerdo) e ESG (painel 
direito). A coloração verde (FITC) indica a presença de N-caderina e a coloração vermelha (faloidina - 
AlexaFluor 568) indica presença de actina. Em B e C, respectivamente, observa-se uma redução 
acentuada nos valores de área média (%) e intensidade de fluorescência (DO) para N-caderina no 
miocárdio dos animais do grupo ESG em relação aos animais falso-operados (sham). Nos painéis de 
imunofluorescência as barras indicam 50 µm com aumento de 400x.  
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Figura 14. Análise do perfil de expressão de N-caderina por Western blotting no miocárdio dos 
animais falso-operados e submetidos aos diferentes estímulos sépticos. Observa-se um decréscimo 
acentuado nos níveis de N-caderina no miocárdio dos animais submetidos ao estímulo séptico grave 
(ESG) e moderado (ESM), se comparados aos animais do grupo falso-operado (sham), 24 horas após a 
cirurgia. Os resultados (n=6) são expressos em unidades arbitrárias (UA). 
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Análise ultra-estrutural dos discos intercalares 

A análise ultra-estrutural do miocárdio dos animais falso-operados e submetidos à sépsis 

grave foi realizada para verificar a presença de possíveis alterações nos discos intercalares 24 

horas após a indução de sépsis. A análise dos fragmentos do miocárdio do ventrículo esquerdo 

dos animais falso-operados mostrou em maiores detalhes a ultra-estrutura do cardiomiócito, 

evidenciando os discos intercalares onde foi possível identificar que as regiões das gap 

junctions (GJ) e das junções aderentes fascia adherens (FA) não apresentavam alterações 

estruturais. Entretanto, a análise dos corações sépticos mostrou que aproximadamente 30 a 

50% (análise subjetiva) dos discos intercalares dos miócitos cardíacos dos animais do grupo 

ESG apresentaram-se parcialmente deiscentes ou separados (Figura 15). 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Deiscência das gap junctions e junções aderentes nos corações sépticos. Os discos 
intercalares no miocárdio dos animais falso-operados não apresentaram alterações estruturais (A, B). 
Em contraste, os discos intercalares do miocárdio ventricular esquerdo dos animais do grupo ESG 
apareceram parcialmente deiscentes ou separados (C, D). As gap junctions estão indicadas pelas 
cabeças de seta pretas, as junções aderentes são indicadas pelas cabeças de seta brancas e os 
desmossomos são indicados pelas setas. Em A e C, a barra indica 2 μm, em B e D, a barra             
indica 0,5 μm. 



 

4.3  O aparelho contrátil e suas conexões com a matriz extracelular 

O tecido muscular tanto cardíaco quanto esquelético é caracterizado pela propriedade de 

contração e distensão de suas células. Durante esse processo, a maquinaria contrátil interna do 

miócito deve permanecer intimamente conectada à membrana celular e à matriz extracelular. 

Sem essa associação, os movimentos poderiam ser transmitidos inadequadamente e os 

miócitos sofreriam sérios riscos de lesões em suas membranas (Hein et al., 2000). Sendo 

assim, a partir desse ponto focaremos as estruturas do aparelho contrátil e de ancoragem do 

sistema miofilamentar – distrofina e o complexo de glicoproteínas associadas à distrofina 

(CGD) – com a matriz extracelular, representada pela laminina-α2.  

 

Avaliação do perfil de expressão de actina e miosina 

O padrão de expressão das proteínas de contração muscular, actina e miosina, foram 

distintos entre os grupos dos animais falso-operados e submetidos à sépsis polimicrobiana. A 

análise das secções imunofluorescentes do miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais 

falso-operados mostrou o sinal fluorescente para actina (Figura 16, painel superior) e miosina 

(Figura 17, painel superior) distribuído regularmente através das células musculares cardíacas. 

Por outro lado, no tecido cardíaco dos animais sépticos (ESG), a localização do sinal 

fluorescente para actina (Figura 16, painel inferior) e miosina (figura 17, painel inferior) foi 

desordenada e difusa com redução da expressão de miosina no tecido, indicando um 

desarranjo da estrutura dos sarcômeros. Em algumas células, a marcação fluorescente para 

miosina e actina foi perdida, mostrando “falhas” na continuidade das proteínas contráteis do 

miocárdio ou colapso da estrutura miofilamentar cardíaca. Essas características correspondem 

a formação de focos difusamente espalhados de ruptura das moléculas de actina e miosina, 

representando a lise focal dos miofilamentos. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16. Análise imunofluorescente (confocal) de actina no miocárdio dos animais falso-
operados e submetidos à sépsis grave. A marcação fluorescente verde (FITC) indica presença de 
actina sarcomérica no tecido cardíaco de animais falso-operados (painel superior) e submetidos ao 
estímulo séptico grave (painel inferior). Nota-se a desorganização do padrão de expressão de actina no 
miocárdio dos animais sépticos com ruptura da estrutura miofilamentar, se comparado ao tecido dos 
animais falso-operados. Resultados representativos de três experimentos realizados separadamente. As 
barras indicam 50 μm em aumento de 400x.  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17. Análise imunofluorescente (confocal) de miosina no miocárdio dos animais falso-
operados e submetidos à sépsis grave. A marcação fluorescente verde (FITC) indica presença de 
miosina no tecido cardíaco de animais falso-operados (painel superior) e submetidos ao estímulo 
séptico grave (painel inferior). Observa-se a redução da expressão de miosina no tecido com formação 
de focos difusamente espalhados de ruptura dessa molécula, representando a lise focal dos 
miofilamentos (seta). Resultados representativos de três experimentos realizados separadamente. As 
barras indicam 50 μm em aumento de 400x. 



 

Avaliação do perfil de expressão de distrofina 

Como mostrado na figura 18A, imagem representativa da análise qualitativa da 

intensidade de imunofluorescência para distrofina, no miocárdio do ventrículo esquerdo de 

animais do grupo falso-operado (painel esquerdo) e do grupo ESG (painel direito), a marcação 

fluorescente foi visivelmente identificada logo abaixo do sarcolema, delimitando a face interna 

da membrana plasmática. Após a análise das secções coradas com anticorpo anti-distrofina foi 

observada uma redução acentuada do sinal fluorescente no tecido cardíaco dos animais do 

grupo ESG se comparado aos animais falso-operados que mostraram marcação abundante para 

essa proteína.  

De acordo com a figura 18A, a análise da intensidade de fluorescência (figura 18B) e a 

mensuração da proporção de área média ocupada pela marcação fluorescente para distrofina 

(figura 18C) mostraram-se significativamente reduzidas no miocárdio dos animais submetidos 

ao estímulo séptico grave (19,96 ± 0,45 DO e 10,50% ± 1,59%, respectivamente), quando 

comparados aos valores obtidos no grupo controle (33,76 ± 1,40 DO e 17,51% ± 3,09%, 

respectivamente). Houve uma redução de aproximadamente 40% de área marcada (%) e 41% 

de intensidade de fluorescência (DO) no miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do 

grupo ESG em relação aos animais falso-operados. 

A análise quantitativa por imunoblotting foi realizada no miocárdio dos animais falso-

operados e submetidos aos diferentes estímulos sépticos. A Figura 19 mostra a quantidade de 

distrofina em unidades arbitrárias (UA) 24 horas após a indução da sépsis. Os níveis de 

distrofina encontrados no tecido cardíaco dos animais do grupo ESG (2812,0 ± 351,9 UA) 

foram significativamente reduzidos quando comparados aos valores encontrados no miocárdio 

dos animais do grupo ESM (4686,0 ± 474,3 UA) e falso-operados (5642,0 ± 331,4 UA). Esses 

dados corroboram com os resultados obtidos na análise por imunofluorescência (Figura 18A) 

onde observamos uma diminuição na expressão de distrofina no tecido cardíaco dos animais 

submetidos ao estímulo séptico grave (ESG).  

A figura 20 mostra a dupla marcação imunofluorescente para distrofina e albumina 

realizada para avaliar a integridade estrutural do sarcolema. No miocárdio ventricular 



 

esquerdo dos animais falso-operados observamos um padrão uniforme de distribuição de 

distrofina ao longo da face interna da membrana celular e a presença de albumina foi restrita 

ao interstício, próxima aos pequenos vasos. Ao contrário, no miocárdio dos animais sépticos 

(ESG) houve uma perda significativa da expressão de distrofina, com conseqüente acúmulo de 

albumina no citoplasma das células demonstrando claramente a presença de modificações na 

permeabilidade celular dos cardiomiócitos.   
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Figura 18. Análise imunofluorescente de distrofina no miocárdio de animais falso-operados e 
submetidos à sépsis grave. Em (A), foto representativa da microscopia de fluorescência para 
distrofina no miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do grupo sham (painel esquerdo) e ESG 
(painel direito). A coloração verde (FITC) indica a presença de distrofina e a coloração vermelha 
(faloidina – AlexaFlour 568) indica presença de actina. A área média (%) e a intensidade de 
fluorescência (DO) de distrofina no miocárdio dos animais do grupo ESG foram fortemente reduzidas 
em relação aos animais sham (B e C, respectivamente). Nos painéis de imunofluorescência as barras 
indicam 50 µm em aumento de 400x. 
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Figura 19. Análise do perfil de expressão de distrofina por Western blotting no miocárdio dos 
animais falso-operados e submetidos aos diferentes estímulos sépticos. Nota-se claramente a 
redução nos níveis de distrofina no miocárdio dos animais submetidos ao estímulo séptico moderado 
(ESM) e grave (ESG) em relação aos animais do grupo falso-operado (sham), 24 horas após a cirurgia. 
Os resultados (n=6) são expressos em unidades arbitrárias (UA). 
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Figura 20. Análise imunofluorescente da expressão de albumina e distrofina no miocárdio dos 
animais falso-operados e submetidos à sépsis grave. Observa-se uma perda significativa da 
expressão de distrofina (em vermelho – Texas Red), com conseqüente acúmulo de albumina (em   
verde – FITC) no citoplasma das células cardíacas dos animais do grupo ESG em relação aos animais 
falso-operados (sham), demonstrando claramente a presença de alterações na permeabilidade celular 
dos cardiomiócitos. Nos painéis de imunofluorescência as barras indicam 50 µm em aumento de 400x. 



 

Avaliação do perfil de expressão de β-distroglicana 

Como mostrado na figura 21A, a reação de imunofluorescência para β-distroglicana 

mostrou uma imunorreatividade amplamente distribuída nas amostras de miocárdio dos 

animais falso-operados. O sinal fluorescente foi identificado ao longo da membrana 

citoplasmática, uma vez que a β-distroglicana é uma proteína estrutural de membrana.  

A análise quantitativa das secções imunofluorescentes mostrou uma redução moderada 

do sinal fluorescente no miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do grupo ESG, 

enquanto os animais falso-operados apresentaram marcação abundante para essa proteína. A 

avaliação da área média (em porcentagem) e da intensidade de fluorescência (DO) para β-

distroglicana no miocárdio dos animais do grupo ESG (10,27% ± 0,31% e 18,45 ± 0,61 DO), 

foi moderadamente reduzida se comparada aos valores obtidos nos animais falso-operados 

(13,02% ± 0,76% e 24,00 ± 1,20 DO). Os resultados mostram uma redução de 

aproximadamente 21% de área marcada e 23% de intensidade de fluorescência no miocárdio 

do ventrículo esquerdo dos animais do grupo ESG (Figuras 21B e 21C, respectivamente). 

As concentrações relativas de β-distroglicana foram mensuradas em relação à 

quantidade total de proteína. A figura 22 mostra a quantidade de β-distroglicana com valores 

expressos em unidades arbitrárias (UA) 24 horas após a indução da sépsis polimicrobiana. Os 

níveis de β-distroglicana avaliados no miocárdio dos animais do grupo ESG (2272,0 ± 240,60 

UA) foram significativamente diminuídos quando comparados aos valores encontrados no 

grupo ESM (3898,0 ± 449,7 UA) e falso-operado (3858,0 ± 430,6 UA). Os animais 

submetidos ao estímulo séptico moderado não apresentaram redução nos níveis de proteína 

quando comparados aos controles. 
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Figura 21. Análise de imunofluorescência de β-distroglicana no miocárdio de animais falso-
operados e submetidos à sépsis grave. Em (A), foto representativa da microscopia de fluorescência 
para β-distroglicana no miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do grupo sham (painel esquerdo) 
e ESG (painel direito). A coloração verde (FITC) indica a presença β-distroglicana e a coloração 
vermelha (faloidina – AlexaFluor 568) indica presença de actina. A área média (%) e a intensidade de 
fluorescência (DO) de β-distroglicana no miocárdio dos animais do grupo ESG reduziu 
moderadamente em relação aos animais sham (B e C, respectivamente). Nos painéis de 
imunofluorescência as barras indicam 50 µm em aumento de 400x. 
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Figura 22. Análise do perfil de expressão de β-distroglicana por Western blotting no miocárdio 
dos animais falso-operados e submetidos aos diferentes estímulos sépticos. Nota-se a redução nos 
níveis de β-distroglicana no miocárdio dos animais submetidos ao estímulo séptico grave (ESG) em 
relação aos animais do grupo ESM e falso-operados (sham), 24 horas após a cirurgia. Os resultados 
(n=6) são expressos em unidades arbitrárias (UA).  
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Avaliação do perfil de expressão de laminina-α2 

A caracterização e a imunolocalização de laminina-α2 (merosina) (Figura 23A) foram 

realizadas no miocárdio dos animais falso-operados e submetidos à sépsis grave. O sinal 

fluorescente no miocárdio dos animais falso-operados foi visivelmente identificado na matriz 

extracelular, delimitando a região externa da membrana basal dos cardiomiócitos (painel 

esquerdo). A indução de sépsis grave levou a uma redução na imunorreatividade para esta 

molécula (painel direito).  

A análise quantitativa do sinal fluorescente nas secções coradas com anticorpo anti-

laminina-α2 mostrou que a redução nos níveis dessa proteína no tecido cardíaco dos animais 

submetidos à sépsis grave não foram acentuados (Figuras 23B e 23C). Tanto a avaliação da 

porcentagem de área ocupada pela marcação fluorescente (%) quanto a intensidade de 

fluorescência (DO) não apresentaram redução significativa de laminina-α2 no miocárdio do 

ventrículo esquerdo dos animais submetidos à sépsis grave (42,52% ± 7,86% e 92,06 ± 16,96 

DO, respectivamente) se comparados aos valores encontrados no miocárdio dos animais falso-

operados (46,20% ± 5,45% e 113,5 ± 4,73 DO, respectivamente). 
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Figura 23. Análise imunofluorescente de laminina-α2 no miocárdio de animais falso-operados e 
submetidos à sépsis grave. Em (A), foto representativa da microscopia de fluorescência para 
laminina-α2 no miocárdio do ventrículo esquerdo dos animais do grupo sham (painel esquerdo) e ESG 
(painel direito). A coloração verde (FITC) indica a presença laminina-α2 e a coloração vermelha 
(faloidina – AlexaFluor 568) indica presença de actina. A área média (%) e a intensidade de 
fluorescência (DO) de laminina-α2 no miocárdio dos animais do grupo ESG e dos animais sham (B e 
C, respectivamente) não apresentaram diferença significativa. Nos painéis de imunofluorescência as 
barras indicam 50 µm em aumento de 400x. 
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5. DISCUSSÃO 
 

 
O modelo de sépsis induzido por ligação e perfuração do ceco 

O modelo de sépsis induzido por ligação e perfuração do ceco (CLP) em roedores tem 

sido amplamente utilizado para investigação de vários aspectos da sépsis e do choque séptico. 

Esse modelo assemelha-se consideravelmente à situação clínica de perfuração intestinal, 

incluindo a peritonite infecciosa devido ao extravasamento da flora intestinal para a circulação 

sistêmica a partir do foco séptico. Nesse modelo é possível padronizar, através da variação do 

número de furos e calibre da agulha utilizada, diferentes graus de intensidade e de evolução da 

infecção (Hubbard et al., 2005). No presente estudo, os animais submetidos à sépsis grave 

apresentaram altos índices de mortalidade durante todo o período analisado (72 horas). Em 

comparação, os animais submetidos ao estímulo séptico moderado apresentaram índices de 

mortalidade menores, variando entre 90% de sobrevida em 12 horas e 50% em 72 horas. Os 

camundongos do grupo ESG apresentaram índices de sobrevida de 10% nas primeiras 24 

horas após a indução da sépsis, em contraste com os 80% de sobrevida observados nos 

animais do grupo ESM. Os animais falso-operados apresentaram 100% de sobrevivência 

durante o período analisado. 

Durante o processo infeccioso, uma complexa cascata de eventos é iniciada após a 

invasão do hospedeiro por microrganismos patogênicos (Medzhitov and Janeway, 2000). 

Nesse contexto, os neutrófilos possuem um papel crucial na defesa do hospedeiro, pois são as 

primeiras células a migrarem para o sítio primário da infecção e são capazes de destruir os 

microrganismos através da produção de agentes bactericidas, incluindo espécies reativas do 

oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) (Yamashiro et al., 2001). A migração dos neutrófilos do 

sangue para o foco inflamatório ou infeccioso, envolve uma série de fases ordenadas e 

seqüenciais que culminam com o extravasamento dessas células para seu destino final nos 



 

tecidos. Alterações em uma dessas fases podem comprometer significativamente a migração 

normal dos leucócitos para o foco infeccioso que é extremamente importante para o controle 

local do crescimento bacteriano e, por conseguinte, para a disseminação bacteriana. 

Recentemente, Benjamim e colaboradores (2002) observaram que há falência na migração de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal na sépsis grave induzida por CLP em ratos. Outro 

estudo relatou que a mortalidade e a falência de migração dos neutrófilos dos animais 

submetidos ao estímulo séptico grave foram revertidas pela associação de aminoguanidina 

(AG), inibidor seletivo de NO (iNOS), com outros procedimentos terapêuticos, como lavagem 

peritoneal ou a terapia antimicrobiana (Torres-Dueñas et al., 2006), sugerindo que a falência 

da migração de neutrófilos é fundamental para a evolução do processo séptico. Corroborando 

com essa hipótese, nossos resultados demonstraram que 6 horas após a indução da sépsis 

ocorre falência da migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal de animais submetidos à 

sépsis grave em comparação com animais submetidos à sépsis moderada com índices de 

migração elevados (dados não mostrados).  

O clearance bacteriano é um parâmetro importante para definir a capacidade dos 

animais em conter o foco infeccioso sem permitir o extravasamento de bactérias ou de seus 

produtos para a corrente sangüínea, uma vez que a entrada desses produtos na circulação 

resulta na produção e liberação sistêmica de vários mediadores pró-inflamatórios durante a 

sépsis (Cavaillon et al., 2003). No presente estudo, avaliamos o clearance bacteriano 6 horas 

após a indução da sépsis. Nossos resultados mostraram que os animais do grupo ESG 

apresentaram deficiência em controlar o foco infeccioso, o que foi evidenciado pelas culturas 

positivas do lavado peritoneal e do sangue. O número de bactérias encontradas na cavidade 

abdominal e no soro dos animais do grupo ESG foi significativamente maior que os valores 

encontrados nos animais do grupo ESM, cujos números de CFU, no exsudato e no sangue 

foram muito baixos, não diferindo dos animais falso-operados.  

Observamos em nossos resultados que o prejuízo na migração dos neutrófilos para a 

cavidade peritoneal observado nos animais do grupo ESG está associado a um déficit no 

controle do foco infeccioso, presença de bactérias na corrente sangüínea e altos índices de 

mortalidade. Por outro lado, nos animais submetidos à sépsis moderada, a infecção bacteriana 



 

restringiu-se à cavidade peritoneal, o recrutamento de neutrófilos não foi afetado e foram 

observados altos índices de sobrevida nos animais desse grupo.  

Durante a sépsis uma cascata de eventos imunológicos é iniciada através do 

reconhecimento de um ou mais componentes do microrganismo invasor, os quais estimulam a 

liberação local e sistêmica de uma ampla gama de mediadores inflamatórios endógenos. 

Dentre eles destacam-se as citocinas TNF-α e IL-1β e quimiocinas, como a proteína 

inflamatória de macrófagos-1α (MIP-1α), quimiocina derivada de queratinócitos (KC, 

homóloga de IL-8 em murinos) e proteína inflamatória de macrófagos-2 (MIP-2) (Bayston & 

Cohen, 1990). Essas moléculas são essenciais para orientar o recrutamento e a ativação das 

populações de leucócitos para os tecidos infectados ou inflamados. Os leucócitos recrutados 

são cruciais na defesa e erradicação dos microrganismos invasores, mas durante a inflamação 

excessiva como ocorre na sépsis, há produção exacerbada de produtos antimicrobianos pelos 

leucócitos o que contribui para lesão tecidual e intensifica a inflamação, o que contribuiria 

para a disfunção e falência de órgãos (Cavaillon et al., 2003). Estudos realizados em modelos 

animais de endotoxemia (Redl et al., 1991) e em voluntários humanos (Taveira et al., 1993, 

Suffredini et al., 1995) detectaram concentrações plasmáticas elevadas de, primariamente 

TNF-α, seguida de IL-6 e IL-8 após a injeção de LPS bacteriano. Tais alterações em humanos 

foram associadas ao mau prognóstico dos pacientes sépticos. Níveis elevados de quimiocinas 

também foram relatados no plasma de pacientes sépticos e em voluntários humanos após a 

injeção de LPS. Foram evidenciados altos níveis de MIP-1α e MIP-1β (O´Grady et al., 1999) e 

proteína que promove atração de monócitos-1 e 2 (MCP-1 e MCP-2) (Bossink et al., 1995). A 

produção excessiva desses mediadores foi associada a um prognóstico ruim na sépsis, 

contribuindo para desativar os leucócitos circulantes e limitar o seu recrutamento para o foco 

inflamatório (Cavaillon et al., 2003).  

A avaliação dos níveis de expressão de TNF-α obtidos do lavado peritoneal e do soro, 6 

horas após a indução da sépsis, foram significativamente altos nos animais do grupo ESG 

quando comparados aos níveis encontrados nos animais dos grupos ESM e falso-operado. As 

concentrações dessa citocina nos animais do grupo ESM não foram significativamente 

diferentes dos níveis observados nos animais falso-operados. A expressão da MIP-1α no 



 

lavado peritoneal e no soro, 6 horas após a indução da sépsis, foi significativamente maior nos 

animais do grupo ESG quando comparados aos animais dos grupos ESM e falso-operado. Os 

níveis de MIP-1α no lavado peritoneal dos animais do grupo ESM foram mais elevados em 

comparação com os valores obtidos nos animais falso-operados enquanto, os níveis de MIP-

1α no soro, não foram diferentes dos valores observados nos controles.  

O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória que tem sido implicada na morbidade e 

mortalidade associada ao choque séptico (Pittet et al., 1995, Walley et al., 1996). A patogênese 

da disfunção cardíaca tem sido fortemente atribuída aos efeitos miocárdicos do TNF-α local 

ou circulante (Kumar et al., 2001). Estudos in vitro e in vivo demonstraram que o TNF-α 

produz efeitos depressores tanto precoces (Finkel et al., 1992, Walley et al., 1994, Sugishita et 

al., 1999), quanto tardios (DeMeules et al., 1992) no miocárdio. Resultados recentes do nosso 

laboratório demonstraram um aumento na expressão de TNF-α no miocárdio de corações 

sépticos humanos, onde observamos que a marcação foi localizada nos miócitos, nos 

macrófagos intersticiais e nas células endoteliais e musculares lisas dos vasos (Rossi et al., 

2007). A depressão miocárdica induzida pelo TNF-α envolve a atenuação da força de 

contração nos cardiomiócitos individuais através da diminuição da sensibilidade dos 

miofilamentos ao cálcio mediado pelos altos níveis de óxido nítrico produzidos pela enzima 

óxido nítrico sintase induzida (iNOS) (DeMeules et al., 1992). De forma semelhante, o MIP-

1α, membro da família CC de quimiocinas, tem demonstrado exercer significante efeito 

ativador e quimiotático sobre os macrófagos (Standiford et al., 1993, Davatelis et al., 1988), 

incluindo a liberação de TNF-α e, diferente de outros membros da família, parece regular a 

função de neutrófilos polimorfonucleares (Fahey et al., 1992).  

Um crescente acúmulo de evidências indica que os altos níveis de citocinas 

inflamatórias e quimiocinas no sangue atuam mediando o colapso cardiovascular e a falência 

de múltiplos órgãos observados na sépsis grave (Walley et al., 1996, Hotchkiss e Karl, 2003). 

A compreensão dos mecanismos de atuação das citocinas inflamatórias e sua relação com a 

lesão do miocárdio são extremamente importantes para pesquisa cardiovascular básica e 

clínica. Nesse contexto, o TNF é uma citocina pró-inflamatória que tem sido implicada na 

patogênese de doenças cardiovasculares, incluindo infarto agudo do miocárdio, insuficiência 



 

cardíaca crônica, aterosclerose, miocardite viral e disfunção cardíaca associada à sépsis 

(Levini et al., 1990, Neumann et al., 1995, Oral et al., 1995, Yokoyama et al., 1997, Saggioro 

et al., 2007). Os nossos resultados demonstraram que os níveis sangüíneos de TNF-α nos 

camundongos submetidos à sépsis grave foram superiores aos valores obtidos nos animais dos 

grupos ESM e falso-operadoss, indicando o papel do TNF-α na disfunção cardíaca na sépsis 

grave. Embora inicialmente descrito apenas como um produto de macrófagos induzidos por 

lipopolissacarídeo (LPS), evidências mais recentes indicam que os próprios miócitos cardíacos 

produzem quantidades substanciais de TNF-α em resposta a isquemia, bem como ao LPS 

(Giroir et al., 1992, Kapadia et al., 1995). Levine e colaboradores (Levini et al., 1990) 

correlacionaram os níveis circulantes de TNF-α com a gravidade da insuficiência cardíaca 

crônica em pacientes e postularam que o TNF pode contribuir para a patogênese da 

insuficiência cardíaca. De fato, o miocárdio produz TNF por grama de tecido (em resposta à 

endotoxina), tanto quanto o fígado ou o baço, os quais possuem grandes populações de 

macrófagos e são fontes importantes de TNF (Kapadia et al., 1995). Adicionalmente, nossos 

resultados mostraram que os cardiomiócitos dos animais do grupo ESG apresentaram forte 

marcação fluorescente para TNF-α, 24 horas após a indução da sépsis, e que essa marcação foi 

distribuída por todo o tecido (dados não mostrados). Kapadia e colaboradores (Kapadia et al., 

1995) demonstraram que a produção de TNF no miocárdio induzido por endotoxinas é quase 

uniformemente distribuído entre os cardiomiócitos e os macrófagos residentes. Assim, a 

produção local de TNF é uma fonte em potencial dessa citocina, podendo afetar a função 

miocárdica durante a sépsis.  

A indução da sépsis por ligação e perfuração do ceco causou um decréscimo tempo-

dependente da pressão arterial média nos animais sépticos, mais pronunciada nos animais do 

grupo ESG. A pressão arterial média foi significativamente reduzida nos camundongos dos 

grupos ESG e ESM, tanto 6 horas (redução de 54,3% e 28,2%, respectivamente) quanto 12 

horas (59,7% e 27,3%, respectivamente) após a indução da sépsis quando comparados aos 

índices de pressão registrados nos animais falso-operados. Vinte e quatro horas após a indução 

da sépsis, a pressão arterial média dos camundongos do grupo ESG foi menor, quando 

comparada às dos animais dos grupos ESM e falso-operado (redução de 44,8% e 39,9%, 



 

respectivamente) sendo que a pressão arterial média dos animais falso-operados e submetidos 

ao estímulo séptico moderado não apresentaram diferença. Nossos resultados estão de acordo 

com os estudos realizados por Tao e colaboradores (2004) que demonstraram uma diminuição 

progressiva da pressão arterial média e da resistência vascular periférica associada a uma 

depressão na contratilidade miocárdica de camundongos sépticos.  

As variáveis analisadas 6 horas após a indução da sépsis, tais como a quantificação de 

bactérias na cavidade peritoneal e no sangue e a mensuração das citocinas locais e sistêmicas, 

foram avaliadas para caracterizar o processo séptico. Esses parâmetros representam os 

primeiros efeitos da influência da indução da sépsis em níveis moleculares ou bioquímicos. As 

variáveis analisadas 24 horas após a CLP, tais como, a expressão de conexina-43, N-caderina, 

distrofina, β-distroglicana e laminina-α2, analisadas por Western blotting e 

imunofluorescência e as alterações ultra-estruturais, representam conseqüências morfológicas 

da sépsis. Todas as influências da injúria e do estresse exerceram seus efeitos primeiramente 

em níveis moleculares ou bioquímicos. Há um retardo entre o estresse e as mudanças 

morfológicas na injúria ou morte celular. A duração desse retardo varia de acordo com a 

sensibilidade dos métodos usados para detectar tais mudanças. As alterações morfológicas no 

presente estudo foram somente detectadas em período tardio do processo séptico, 24 horas 

após a injúria. Devido a marcante e persistente queda da pressão arterial ser uma característica 

importante da sépsis/choque séptico, a medida da pressão sangüínea carotídea foi avaliada 

durante todo o período do experimento: imediatamente após a indução dos estímulos sépticos 

(tempo 0), 6, 12 e 24 horas após a cirurgia. 

Análise histopatológica e ultra-estrutural e alterações das proteínas contráteis 
actina e miosina no miocárdio dos animais sépticos 

No presente estudo, focalizamos as alterações morfológicas que ocorrem no tecido 

cardíaco dos animais durante a sépsis induzida por CLP. Vinte e quatro horas após a indução 

da sépsis grave, observam-se claramente a presença de focos disseminados de miocitólise com 

ruptura das proteínas miofilamentares actina e miosina. Essas mudanças não foram observadas 

12 horas após a cirurgia CLP (dados não apresentados), possivelmente porque não houve 



 

tempo suficiente para o aparecimento de alterações morfológicas visíveis. Avaliamos também 

a presença de edema intracelular no miocárdio dos animais falso-operados e submetidos aos 

diferentes estímulos sépticos, pois a presença de tumefação celular poderia refletir 

modificações na permeabilidade sarcolemal (Coalson et al., 1975, Gotloib et al., 1992, Piper et 

al., 1997). A indução da sépsis grave promoveu um aumento significativo do menor diâmetro 

das células miocárdicas ventriculares dos animais do grupo ESG 24 horas após a indução da 

sépsis, quando comparados aos valores encontrados nos grupos ESM e falso-operado 

(aumento de 21,15% e 31,44%, respectivamente). Em estudo semelhante, Coalson e 

colaboradores, avaliando um modelo de sépsis induzida por infusão de bactérias em primatas 

não humanos, observaram no miocárdio desses animais a formação de edema no endotélio 

capilar e acúmulo de líquidos intra e extracelular, edema mitocondrial e depleção generalizada 

de glicogênio após a sépsis (Piper et al., 1997). Avaliando o impacto da sépsis sobre o tecido 

cardíaco, Stahl e colaboradores observaram a presença de ruptura miofibrilar em secções 

histológicas do ventrículo esquerdo de cães 4 dias após a indução de sépsis peritoneal  

Segundo esse autor, essa ruptura poderia estar associada à perda de miofilamentos protéicos 

(Stahl et al., 1990). Em outro estudo, Mela e colaboradores (1974) relataram a presença de 

edema inter e intrafibrilar no miocárdio ventricular de cães endotóxicos, e que essas alterações 

na estrutura miofilamentar e no espaço interfibrilar poderiam contribuir para deprimir a função 

cardíaca in vivo durante a sépsis. Alterações no espaçamento entre as miofibras poderiam 

ocorrer em função da presença de edema intracelular, o que poderia induzir decréscimo na 

sensibilidade dos miofilamentos ao cálcio e diminuição do desenvolvimento tensão (Metzger e 

Moss, 1988).  

Adicionalmente, a avaliação da ultra-estrutura miocárdica mostrou a presença de 

alterações significativas nas estruturas que compõe as miofibrilas cardíacas e os discos 

intercalares do miocárdio dos animais submetidos ao estímulo séptico grave. Observamos o 

aparecimento lesões focais (uma célula lesada circundada por duas células normais) com 

edema intermiofibrilar, fragmentação e desorientação de miofibrilas, formação de bandas de 

contratura e ruptura do sarcolema. Uma das “marcas registradas” da sépsis/choque séptico é a 

presença de microcirculação disfuncional que produz distúrbios no fluxo regional e 



 

oxigenação anormal dos tecidos, o que pode causar isquemia relativa em vários órgãos, 

incluindo o coração (Hinshaw 1996, Rossi & Santos 2003, Chagnon et al., 2006). A natureza 

focal das lesões sugere que a microcirculação poderia estar envolvida, isto é, o sítio primário 

da doença poderia ocorrer em nível capaz de causar lise focal de miofilamentos em grupos 

discretos de miócitos cardíacos, contribuindo dessa forma para a disfunção cardíaca na sépsis. 

A redução das proteínas das gap junctions e junções aderentes e o 
remodelamento estrutural do disco intercalar no miocárdio dos animais 
sépticos 

A disfunção miocárdica tem sido observada em diferentes modelos animais de sépsis e 

endotoxemia (Abel, 1989). Entretanto, os mecanismos celulares e moleculares que levam a 

essa disfunção ainda não foram totalmente esclarecidos. Alterações na liberação de cálcio 

durante a contração muscular (Soulsby et al., 1978, Hess et al., 1980, Hess et al., 1981), 

diminuição nos estoques energéticos (Hess et al., 1979, Adams et al., 1985), altas 

concentrações de óxido nítrico (Finkel et al., 1992, Brady et al., 1992) e algumas citocinas tais 

como TNF-α (Odeh et al., 1993, Meldrum et al., 1998) têm sido postuladas como alguns dos 

eventos que levariam a falência cardíaca durante a sépsis e o choque séptico. Outra 

possibilidade seria que as comunicações intercelulares, mediadas pelas gap junctions estariam 

alteradas durante a sépsis (Fernandez-Cobo et al., 1999). Esse fato foi recentemente 

confirmado: demonstramos que há perda de proteínas importantes envolvidas no 

remodelamento do disco intercalar durante a sépsis induzida por CLP (Celes et al., 2007). 

Em nosso estudo, a indução da sépsis grave em camundongos promoveu uma 

diminuição significativa nos níveis de conexina-43, principal proteína constituinte das gap 

junctions e de N-caderina, principal proteína das junções aderentes. Tal resposta foi observada 

24 horas após a indução dos diferentes estímulos sépticos. A análise da expressão de 

conexina-43 mostrou um decréscimo acentuado dessa proteína nos corações dos animais 

submetidos à sépsis grave quando comparados aos valores encontrados nos animais dos 

grupos ESM e falso-operado (redução de 52,3% e 53,6%, respectivamente). A expressão de 

conexina-43 nos corações dos animais dos grupos ESM e falso-operado foi similar. 

Adicionalmente, a análise da expressão de N-caderina mostrou uma diminuição acentuada nos 



 

corações de ambos os grupos, ESG e ESM, em comparação com a expressão dessa proteína 

nos corações dos animais falso-operados (redução de 53,2% e 43,9%, respectivamente). A 

análise das secções imunofluorescentes indicou a perda de ambas, conexina-43 e N-caderina, 

no ventrículo esquerdo dos animais do grupo ESG. Mais especificamente, a 

imunofluorescência revelou que a área e a intensidade média (densidade óptica) de ambas as 

partículas reativas de conexina-43 e N-caderina estavam diminuídas nos discos intercalares. A 

área média de conexina-43 diminuiu 47.5%, enquanto a intensidade de fluorescência diminuiu 

38,9%. A área média de N-caderina reduziu 57,9%, enquanto a densidade óptica reduziu 

32,1%. Esses achados sugerem que a quantidade de conexina-43 nos canais das gap junctions 

e de N-caderina nas junções aderentes está reduzida nos corações sépticos.  

De nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo demonstrando alterações na expressão 

de conexina-43 e N-caderina no miocárdio de animais sépticos. Uma depressão significativa 

nos níveis de mRNA para conexina-43 no miocárdio de ratos após endotoxemia induzida pela 

injeção de LPS ou após isquemia regional/reperfusão hepática foi previamente demonstrada 

(Fernandez-Cobo et al., 1999). Além disso, baseados em experimentos in vitro com linhagem 

celular embriogênica de origem cardíaca (H9c2), estes autores sugeriram que os níveis 

elevados de TNF-α detectados no soro de ratos tratados com LPS poderiam reduzir a atividade 

promotora do gene de conexina-43 transfectados para essas células. A diminuição da 

expressão da conexina-43 nos corações de camundongos submetidos à sépsis grave pode ser 

atribuída, pelo menos em parte, aos altos níveis séricos de TNF-α. Esse efeito pode contribuir 

para a promoção da depressão cardíaca por TNF-α através da redução do acoplamento eletro-

químico dos cardiomiócitos.  

Outro fato importante observado foi a deiscência dos discos intercalares no miocárdio 

dos animais submetidos à sépsis grave. A deiscência das junções aderentes e das gap junctions 

estaria relacionada à perda das moléculas de conexina-43 e N-caderina, uma vez que estas 

proteínas são as mais abundantes e importantes componentes de tais estruturas (Kostetskii et 

al., 2005). A redução nos níveis de conexina-43 poderia causar alterações na organização 

estrutural das gap junctions devido à perda dos conexons, explicando a deiscência das gap 

junctions observada no estudo ultra-estrutural e, desse modo, perturbar a comunicação direta 



 

entre duas células miocárdicas adjacentes nos corações dos animais sépticos. Quanto à 

molécula de N-caderina, os níveis reduzidos dessa proteína no tecido cardíaco poderiam 

alterar estruturalmente o “zíper” de adesão das junções aderentes dos discos intercalares, 

podendo dessa forma explicar a deiscência observada no estudo ultra-estrutural do disco 

intercalar.  

As conseqüências funcionais dos nossos achados não estão claras até o presente 

momento, pois não sabemos se a perda de expressão de conexina-43 e N-caderina localizadas 

nos discos intercalares causaram comprometimento do acoplamento eletro-químico e 

mecânico entre as células miocárdicas. No entanto, a ocorrência de hipotensão e choque 

circulatório em ratos sépticos sugere depressão miocárdica. Poder-se-ia argumentar que a 

dilatação cardíaca provocada por outros mecanismos levaria ao remodelamento do disco 

intercalar e, assim, precederia as alterações observadas. Todavia, os corações dos 

camundongos do grupo ESG, 24 horas após a indução da sépsis grave, não se apresentaram 

dilatados em comparação aos falso-operados: a espessura da parede ventricular esquerda e a 

área da câmara do ventrículo esquerdo (secção coronária média dos ventrículos) foram 

semelhantes em ambos os grupos (dados não mostrados). Estudos anteriores demonstraram 

que a perda difusa de conexina-43 no ventrículo de animais knock-out produziu um substrato 

altamente arrítmico com morte cardíaca súbita e lentidão da velocidade de condução (Gutstein 

et al., 2001, Danik et al., 2004, van Rijen et al., 2004). A expressão reduzida de conexina-43 

no miocárdio ventricular foi demonstrada na falência cardíaca e em corações hipertrofiados e 

isquêmicos (Wang & Gerdes 1999, Peters et al., 1993). A isquemia miocárdica leva à 

desfosforilação da conexina-43 e a perda de sua localização no disco intercalar, o que muito 

provavelmente contribui para a falência cardíaca e as arritmias (Beardslee et al., 2000).  

Nossos resultados mostram uma diminuição significativa na expressão de N-caderina 

nos corações dos camundongos submetidos à sépsis grave. Como as junções aderentes estão 

envolvidas na manutenção das conexões entre as fibras adjacentes do miocárdio, a diminuição 

da expressão de N-caderina pode ter implicação nas interações célula-célula e, 

subseqüentemente, na alteração da acoplagem mecânica entre os cardiomiócitos (Zuppinger et 

al, 2000). Estudos recentes, usando o miocárdio adulto de animal knock-out condicionado para 



 

N-caderina, mostraram que a perda completa de N-caderina resultou em subseqüente 

decréscimo de alguns componentes do disco intercalar, tais como a conexina-43, sugerindo 

que a expressão de conexina-43, de alguma forma, é dependente da expressão de N-caderina 

(Kostetskii et al., 2005, Li et al., 2006, Tansey et al., 2006). Os decréscimos na quantidade de 

N-caderina e de conexina-43 no miocárdio de camundongos sépticos podem estar, de certa 

forma, inter-relacionados: nossos dados mostram redução da expressão de N-caderina nos 

ventrículos dos animais do grupo ESG e ESM em contraste com a reduzida expressão de 

conexina-43 apenas nos ventrículos dos animais do grupo ESG, o que pode representar um 

suporte adicional para essa hipótese. 

O remodelamento do complexo de glicoproteínas associadas à distrofina no 
miocárdio dos animais sépticos  

Os cardiomiócitos são células especializadas em converter energia química em trabalho 

mecânico, o que resulta em deformação das miofibrilas. O sistema contrátil dentro das 

miofibrilas está intimamente conectado à membrana e à matriz extracelular através das 

proteínas que compõem o complexo de glicoproteínas associadas à distrofina e a laminina, 

sendo que qualquer interferência na estrutura e nas funções das mesmas pode acarretar a perda 

de função e a morte celular (Lapidos et al., 2004). Com base nesses dados, outro ponto 

importante abordado em nosso estudo foi a avaliação do complexo de glicoproteínas 

associadas à distrofina (CDG), cuja principal função é proporcionar forte ligação mecânica 

entre o citoesqueleto intracelular, incluindo a maquinaria contrátil, e a matriz extracelular 

(Lapidos et. al., 2004), o que contribui para a manutenção da forma celular, para a resistência 

mecânica e para a transdução de força contrátil dos cardiomiócitos, permitindo a interação 

entre o citoesqueleto intracelular, o sistema contrátil propriamente dito e a matriz extracelular 

(Hein et al., 2000; Kostin, 2000).  

O presente estudo demonstrou uma sensibilidade diferente dos componentes do 

complexo de glicoproteínas associadas à distrofina após a indução de sépsis por ligação e 

perfuração do ceco. Particularmente, a imunofluorescência revelou que a distrofina, um 

componente do citoesqueleto localizado logo abaixo da membrana, é a mais sensível entre as 



 

estruturas que conectam a actina do citoesqueleto dos cardiomiócitos e a matriz extracelular 

representada pela laminina. Além disso, os dados mostraram que ocorre dissolução da actina 

sarcomérica e da miosina como parte do processo de miocitólise ou degeneração miofibrilar. 

A análise quantitativa do sinal fluorescente das moléculas de distrofina e β-distroglicana 

revelou que a porcentagem de área média e a intensidade de fluorescência de ambas estavam 

diminuídas no miocárdio séptico. A área média ocupada pela distrofina diminuiu 40%, 

enquanto a intensidade de fluorescência reduziu 41%. A área média de β-distroglicana reduziu 

21% enquanto a intensidade de fluorescência reduziu 23%. Esses dados sugerem que a 

quantidade de distrofina e β-distroglicana está reduzida nos miocárdios sépticos indicando a 

possível perda dessas proteínas. A quantificação de distrofina por imunoblotting revelou que a 

indução da sépsis promoveu uma redução nos níveis de distrofina 24 horas após a indução dos 

diferentes estímulos sépticos. A expressão de distrofina foi acentuadamente reduzida nos 

corações dos animais do grupo ESG quando comparados aos valores obtidos nos animais dos 

grupos ESM e falso-operado (redução de 40% e 50%, respectivamente). A expressão de 

distrofina nos corações dos camundongos do grupo ESM e falso-operado foram semelhantes. 

Adicionalmente, a expressão de β-distroglicana apresentou um decréscimo acentuado nos 

corações dos animais do grupo ESG em comparação aos animais dos grupos ESM e falso-

operado (redução de 42% e 41%, respectivamente). Nossos achados sugerem que a redução ou 

ausência de distrofina, no tecido cardíaco dos animais submetidos à sépsis grave pode ser um 

indicativo de lesão miocitolítica com perda de proteínas e conseqüente desestabilização do 

miócito. Recentemente, demonstramos em nosso laboratório que a distrofina foi o componente 

do complexo de glicoproteínas mais sensível à lesão miocárdica provocada pelo isoproterenol, 

seguida pela lise dos miofilamentos (Campos et al., 2008, in press).  

A distrofina se localiza logo abaixo do sarcolema e liga a actina à matriz extracelular 

através do complexo de glicoproteínas. Tem como função principal estabelecer uma ponte de 

ligação para a transferência da força mecânica gerada no sistema contrátil à matriz extracelular 

ou transmitir estímulo mecânico para o meio intracelular. Outra função fisiológica da 

distrofina é a de prevenir a expansão excessiva do sarcolema durante a contração muscular (Xi 

et al., 2000). Dessa maneira, a distrofina protege a célula do estresse mecânico o qual provoca 



 

dano à integridade celular e prejudica o desempenho da função contrátil do coração 

(Rybakova et al., 2000; Danialou et al., 2001). Um estudo recente demonstrou sensibilidades 

diferentes das proteínas relacionadas à membrana na isquemia miocárdica experimental 

através da ligadura da artéria coronária esquerda em cães: a distrofina foi mais acometida do 

que as demais proteínas transmembrana, distroglicanas, sarcoglicanas, sarcospana, 

distrobrevina e sintrofina, e que a perda de ligação com o restante do citoesqueleto 

desestabiliza e deixa os miócitos mais vulneráveis ao dano isquêmico (Rodríguez et al., 2005). 

De forma semelhante, utilizando modelo de lesão miocárdica induzida por isoproterenol, 

mostramos que a distrofina foi a estrutura mais sensível entre as proteínas do complexo de 

glicoproteínas associadas à distrofina que conecta a matriz extracelular ao citoesqueleto dos 

cardiomiócitos. A redução na expressão ou colapso de γ-sarcoglicana, β-dystroglicana, β1-

integrina e laminina foram considerados epifenômenos, ou seja, essas estruturas 

desempenharam um papel secundário no processo de miocitólise (Campos et al., 2008, in 

press). Em cultura de cardiomiócitos de camundongos neonatos submetidos a hipóxia (Iizuka 

et al., 1993) e em modelos murinos de isquemia prolongada (Armstrong et al., 2001), foi 

demonstrada ativação de serino e tiol-proteases, incluindo as calpaínas, o que resultou na 

degradação das proteínas espectrina e distrofina levando, subseqüentemente, à fragilidade da 

membrana celular durante a transição de lesão reversível para irreversível, culminando com a 

morte celular, indicando uma correlação entre a perda de proteínas estruturais e a injúria 

celular.   

Mutações no gene da distrofina são responsáveis por desordens neuromusculares ligadas 

ao cromossomo-X, dentre elas a distrofia muscular de Duchene (DMD) e a distrofia muscular 

de Becker (BMD) bem como a cardiomiopatia dilatada ligada ao cromossomo-X (X-LCM) 

(Towbin, 1998). Tais distrofias são caracterizadas predominantemente pela doença muscular 

que abrange desde a forma mais branda (BMD) à forma mais severa (DMD). Em ambos os 

casos, a molécula de distrofina encontra-se severamente reduzida ou ausente nas musculaturas 

esquelética e cardíaca (Petrof et al., 1993). Na ausência de distrofina, os elementos 

transmembrana que compõem o complexo de glicoproteínas (CGD) ficam desestabilizados. 

Dessa forma, a ligação mecânica entre o sarcolema e a matriz extracelular fica comprometida, 



 

promovendo um mecanismo de perda das proteínas da membrana plasmática, geralmente com 

níveis de cálcio elevados (Gillis, 1996, Gillis, 1999).  

   O subcomplexo distroglicana forma o núcleo central do complexo de glicoproteínas 

associadas à distrofina (CGD), conectando os componentes do citoesqueleto à matriz 

extracelular (Henry & Campell 1996). Esse subcomplexo é composto por duas subunidades α- 

e β- distroglicana, que são codificadas por um único gene, o Dag1 e posteriormente traduzidas 

e clivadas em duas proteínas. A α-distroglicana é uma proteína periférica de membrana que se 

liga a laminina-α2 na lâmina basal, enquanto a β-distroglicana, proteína integral de membrana 

ancora a α-distroglicana à membrana celular através da região N-terminal do seu domínio 

extracelular e se liga à distrofina, proteína do citoesqueleto através da região C-terminal do 

seu domínio intracitoplasmático (Campbell & Stull 2003). Dessa forma, o subcomplexo 

distroglicana sustenta a forte ligação entre a matriz extracelular e o citoesqueleto intracelular. 

Embora defeitos no gene Dag1 não tenham sido identificados como a causa primária de 

doenças hereditárias em humanos, anormalidades no subcomplexo distroglicana têm sido 

observadas em distrofias musculares graves (Campbell & Stull 2003). A correta glicosilação 

da α-distroglicana é essencial para sua ligação à molécula de laminina; defeitos nesse processo 

perturbam esta ligação resultando na ruptura da ancoragem da membrana celular à matriz 

extracelular (Ervasti & Campbell 1991). Esses dados são sustentados por achados que 

mostram que anticorpos dirigidos contra resíduos de carboidratos de α-distroglicanas 

envolvidos na ligação da laminina, induziram um fenótipo distrófico em células musculares de 

cultura (Brown et al., 1999). Matsumura e colaboradores, em 2003, investigando os efeitos do 

processamento proteolítico da β-distroglicana e seus efeitos na ligação da matriz extracelular à 

membrana plasmática, observaram que o processamento proteolítico da β-distroglicana foi 

ativado na musculatura esquelética, cardíaca e lisa, o que resultou na ruptura parcial do 

subcomplexo distroglicana nesses tecidos. Esses resultados sugerem que a proteólise da β-

distroglicana leva à ruptura da ligação entre a membrana celular e a matriz extracelular através 

do subcomplexo distroglicana, mostrando sua importância no mecanismo molecular da 

degeneração muscular observada em hamsters com cardiomiopatia. 



 

No presente trabalho, observamos que a expressão da laminina ainda estava presente nas 

áreas de miocitólise. Destacamos ainda que, 24 horas após a indução da sépsis grave houve 

redução dos níveis dessa proteína, embora, essa redução não fosse tão pronunciada quanto à 

observada para a distrofina e a β-distroglicana. A laminina (merosina) é uma glicoproteína 

presente na matriz extracelular, encontrada também na lâmina basal de cardiomiócitos que 

atua na modulação da adesão celular através de sua interação com receptores celulares, tais 

como as integrinas (Henry & Campbell, 1996). Por outro lado, as moléculas de laminina fixam 

a α-distroglicana ao complexo de glicoproteínas associadas à distrofina, formando uma 

ligação transmembrana entre a matriz extracelular e o citoesqueleto intracelular (laminina-α 2 

→ glicoproteínas associadas à distrofina (CGD) → distrofina → actina), sendo considerada 

um estabilizador mecânico da membrana plasmática das células musculares (Towbin, 1998). 

A perda da ligação entre a matriz extracelular e a actina é um fator determinante para necrose 

das miofibras (Kido et al., 2004; Allikian & Mcnally, 2007). A diminuição da expressão da 

laminina ocorre durante a transição para insuficiência cardíaca e predispõe os cardiomiócitos à 

apoptose, similar ao que ocorre nas distrofias musculares (Berk et al., 2007).  



 

Considerações finais 

Face os resultados de nosso estudo, duas questões importantes devem ser consideradas. 

Primeira questão: "Qual é o mecanismo de redução das proteínas das gap junctions e das 

junções aderentes e do remodelamento estrutural dos discos intercalares nos corações de 

camundongos submetidos à sépsis grave?"  

Um estudo recente demonstrou a redução e redistribuição de conexina-43 e N-caderina 

no coração de coelhos após isquemia e reperfusão utilizando sistema de Langerdorff (Tansey 

et al., 2006). Considerando que um ponto chave do choque séptico é a presença de disfunção 

da microcirculação que produz distúrbios regionais de fluxo e oxigenação anormal dos tecidos 

(Hinshaw 1996, Rossi et al., 2003, Chagnon et al., 2006), a redução de conexina-43 e N-

caderina e conseqüente remodelamento do disco intercalar no miocárdio de animais sépticos 

podem ser atribuídos à isquemia global. Além disso, tendo em vista que a depleção de cálcio 

causa separação parcial dos cardiomiócitos no disco intercalar (Greve et al., 1985) e que o 

TNF-α altera a homeostase intracelular do cálcio (Zhang et al., 2005), essa citocina pode estar 

envolvida na patogênese das alterações dos discos intercalares no miocárdio dos animais 

sépticos. Essas alterações provavelmente são reversíveis e associadas a danos não letais 

caracterizados por edema celular, denominado degeneração vacuolar ou hidrópica, refletindo 

claramente um distúrbio da função das membranas. A perda da integridade da membrana 

celular e o resultante intercâmbio de constituintes do espaço intra e extracelular como íons e 

proteínas é considerado um sinal de lesão celular. No entanto, é difícil definir o estágio a partir 

do qual a célula passa a ser irreversivelmente danificada e condenada à morte. A figura 24 

mostra um diagrama esquemático representando como as moléculas de conexina-43 e N-

caderina podem interferir com o remodelamento das junções aderentes e das gap junctions nos 

corações sépticos. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Diagrama esquemático representando como a expressão de N-caderina e conexina-43 
podem interferir com o remodelamento das junções aderentes e gap junctions nos corações 
sépticos. No miocárdio dos animais falso-operados, a N-caderina (B), representada pelas barras verdes, 
interage formando uma estrutura de adesão em forma de “zíper”, crítica na adesão célula-célula. No 
miocárdio dos animais sépticos (D), o decréscimo na expressão de N-caderina (perda representada 
pelas barras em verde claro) promove o enfraquecimento da estrutura de zíper, representada 
esquematicamente pela deiscência do disco intercalar, de acordo com os resultados encontrados na 
microscopia eletrônica. No miocárdio dos animais falso-operados (C), seis polipeptídios de conexina-
43 (no esquema, representado somente por três) formam um hemicanal na membrana de cada célula 
adjacente que se unem para formar um canal funcional (conexon) tipo gap junction. No miocárdio dos 
animais sépticos (E), o decréscimo na expressão de conexina-43 (perda de conexons representada em 
verde claro), permite a formação da deiscência das gap junctions, representada de acordo com os 
resultados da microscopia eletrônica.        
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Segunda questão: “Qual o mecanismo intrínseco da perda de distrofina e glicoproteínas 

associadas nas células musculares cardíacas e qual seria a relação dessa perda com a disfunção 

miocárdica observada na sépsis?”. 

A depressão cardíaca observada durante a sépsis é, provavelmente, de origem 

multifatorial (Merx and Weber, 2007). Entretanto, existem dois mecanismos principais que 

tentam explicar essa disfunção cardíaca. O primeiro sugere que a sépsis está associada à 

alterações da perfusão tecidual miocárdica, o que resulta em lesão isquêmica do miocárdio 

séptico (Kumar et al., 2001). Levy e colaboradores estudando modelo murino de sépsis 

induzida por CLP, observaram uma diminuição da capacidade de trabalho do coração, 

aumento da captação de glicose pelas células miocárdicas e perfusão miocárdica preservada, 

refletindo alterações importantes no fluxo coronariano e no metabolismo miocárdico. 

Groeneveld e colaboradores demonstraram que, apesar do fluxo coronariano estar normal ou 

aumentado durante o choque séptico, pode haver uma distribuição heterogênea do mesmo, 

acarretando isquemia focal, a qual seria mascarada pela manutenção do consumo global de 

oxigênio. O segundo mecanismo está associado à presença de fatores depressores do 

miocárdio (Kumar et al., 2001). Dentre os mediadores inflamatórios produzidos que 

potencialmente contribuem para a depressão miocárdica estão as citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α e IL-1β (Grocott-Mason et al., 1998). Bryant e colaboradores, avaliando o miocárdio 

de camundongos geneticamente modificados, que expressam TNF-α em excesso 

exclusivamente nos miócitos cardíacos, observaram que esses animais desenvolveram 

disfunção cardíaca grave, mostrando que a produção local de TNF-α pode estar diretamente 

envolvida na disfunção cardíaca (Bryant et al., 1998). A elevação dos níveis de TNF-α, tanto 

circulantes quanto locais, pode atuar: (1) induzindo a transcrição de genes inflamatórios 

através da translocação do fator de transcrição nuclear-κB (NF-κB) do citoplasma para o 

núcleo (Han et al., 1999), (2) ativar as vias de apoptose dependentes de TNF-α (Krown et al., 

1996) e (3) induzir o aumento sustentado do influxo de cálcio nas células musculares cardíacas 

e esqueléticas (Thompson et al., 2000, Rodeberg et al., 1996, Song et al., 1993, Szabo et al., 

1997), evidenciando os mecanismos pelos quais o TNF-α é capaz de mediar a disfunção 

cardíaca na sépsis.  



 

O aumento do cálcio nas células musculares cardíacas (Thompson et al., 2000) pode 

levar a ativação intracelular de proteases dependentes de cálcio, dentre elas a calpaína, como 

observado em modelos de queimadura, endotoxemia (Sayeed, 2000) e em camundongos com 

distrofia muscular (mdx) (Spencer et al., 1995). A calpaína é uma cisteíno-protease 

dependente de cálcio capaz de degradar tanto proteínas de membrana quanto do citoesqueleto, 

mais precisamente a distrofina (Barta et al., 2005), o que prejudica a integridade do sarcolema 

dos cardiomiócitos, contribuindo para o avanço da falência cardíaca (Toyo-Oka et al., 2004).   

Estudos realizados em humanos com distrofia muscular de Duchene e em modelos 

murinos de distrofia muscular demonstraram que a perda de distrofina desestabiliza o 

complexo de glicoproteínas associadas ao sarcolema, desestruturando o miócito (Straub et al., 

1997, Vatta et al., 2002, Toyo-Oka et al., 2004, Heydemann & Mcnally, 2007). 

Simultaneamente, ocorre perda da integridade sarcolemal que permite o influxo de moléculas 

para o interior da célula. Em particular, tem sido observado aumento dos níveis de cálcio no 

músculo esquelético deficiente de distrofina (Bodensteiner & Engel, 1978; Gillis et al., 1996). 

Nesse contexto, um ou ambos os eventos contribuiriam para a patogênese da distrofia 

muscular. Straub e colaboradores (1997) demonstraram em camundongos mdx (geneticamente 

deficientes de distrofina) que a desestabilização do sarcolema pode alterar a permeabilidade da 

membrana aumentando o conteúdo de cálcio intracelular que estimularia a atividade das 

calpaínas, contribuindo dessa forma para a destruição da musculatura.  

Em nosso estudo, não avaliamos as concentrações ou atividade das calpaína no músculo 

cardíaco, entretanto, as altas concentrações de TNF-α circulante e a presença dessa citocina no 

tecido cardíaco dos animais sépticos poderiam induzir o aumento do cálcio citosólico 

(Thompson et a., 2000), o que levaria à ativação das calpaínas. Essa enzima por sua vez, 

atuaria na proteólise não só da distrofina, mas também das moléculas de actina e miosina, 

contribuindo para a lise dos miofilamentos, desestabilização dos miócitos e conseqüente perda 

de função. A Figura 25 mostra um esquema hipotético da perda de distrofina, dos 

componentes do complexo de glicoproteínas associadas à distrofina (CGD) e das proteínas do 

aparelho contrátil no miocárdio séptico. 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Diagrama esquemático representando a perda de distrofina, dos componentes do 
complexo de glicoproteínas associadas à distrofina (CGD) e das proteínas do aparelho contrátil 
no miocárdio séptico. Em (A), representação esquemática da organização das proteínas do aparelho 
contrátil (representada apenas pela actina) e dos componentes do complexo de glicoproteínas 
associadas à distrofina. Em (B), as alterações na organização e expressão das proteínas do aparelho 
contrátil (representada pela actina), de distrofina e dos componentes do complexo de glicoproteínas 
associadas à distrofina resultariam em perda de conexão com a matriz extracelular (representada pela 
laminina-α2) alterando a morfologia e função celular.  



 

 
 
 
 
 

6.  CONCLUSÃO 

Nossos resultados mostraram que há uma redução na expressão das proteínas envolvidas 

na formação das gap junctions (conexina43) e junções aderentes (N-caderina), o que resultaria 

na perda da integridade estrutural dos discos intercalares, alterando o acoplamento mecânico e 

eletro-químico entre os cardiomiócitos vizinhos contribuindo para a disfunção miocárdica 

observada na sépsis. Além disso, demonstramos que há redução da expressão de distrofina e 

diminuição das proteínas que constituem o complexo de glicoproteínas associadas à distrofina 

durante a sépsis experimental. A redução ou perda da expressão de distrofina é o evento que 

ocorre associado a degeneração miofilamentar e lise dos cardiomiócitos. A diminuição na 

expressão das glicoproteínas associadas à distrofina, β-distroglicana e laminina foram 

considerados eventos secundários. Os resultados sugerem que na sépsis induzida por ligação e 

perfuração do ceco (CLP) há perda de proteínas importantes envolvidas tanto no 

remodelamento do disco intercalar quanto na expressão de glicoproteínas envolvidas na 

ligação mecânica entre o citoesqueleto intracelular e a matriz extracelular. Embora estudos 

funcionais sejam necessários para determinar o efeito direto dessas mudanças sobre o 

miocárdio, nossos achado sugerem que as alterações estruturais seriam, pelo menos em parte, 

responsáveis pela depressão miocárdica observada na sépsis. 
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ANEXO A – Carta do Comitê de Ética 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXO B – Reagentes e soluções 
 

A) SOLUÇÃO DE NaCl 0,9% - SALINA 

Foram dissolvidos 9g de NaCl em 1 litro de água destilada. 

B) PBS 

Foram dissolvidos 8,17g de NaCl, 0,36g de fosfato de sódio monobásico, 1,05g de fosfato de 

sódio dibásico e completado para um volume final de 1 litro com água destilada. O pH foi 

ajustado para 7,4 com NaOH 2M. 

C) SOLUÇÃO ÁLCOOL-ÁCIDO 

Foram misturados 99 mL de álcool 70% e 1 mL de ácido clorídrico concentrado. 

D) SOLUÇÃO EOSINA-FLOXINA 

Foram misturados 62,5 mL de solução estoque de eosina a 1%, 6,25% mL de solução 

estoque de floxina a 1% e 487,5% mL de ácido acético glacial. 

E) SOLUÇÃO PRÉ-INFILTRADORA 

Foram misturadas partes iguais de solução infiltradora e álcool 100%. 

F) SOLUÇÃO INFILTRADORA 

Foram misturados 100 mL de Historesin (Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha) 

e 1 g de Hardner (Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha). 



 

G) SOLUÇÃO PARA INCLUSÃO 

Foram misturados 15 mL de solução infiltradora e 1 mL de Hardner II (Leica Instruments 

GmbH, Heidelberg, Alemanha). 

H) SOLUÇÃO AZUL DE TOLUIDINA 

Foram misturados 1g de azul de toluidina e 1g de tetraborato de sódio a 100 mL de água 

destilada quente. A solução foi estocada, à temperatura ambiente, em frasco de vidro vedado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ANEXO C – Fixadores e Colorações 

 

A) FORMOL A 3,7% EM PBS 

Foram misturados 10 mL de formol a 3,7% e 90 mL de PBS para um volume final de 100 

mL. 

B) COLORAÇÃO DE HEMATOXILINA DE HARRIS 

As lâminas são deixadas na solução de hematoxilina por 5 a 8 segundos e lavadas com 2 

trocas de água corrente. Em seguida, são passadas pela água amoniacal por 30 segundos e 

lavadas com 2 trocas de água corrente. Por último, são desidratadas, diafanizadas e montadas. 

B) COLORAÇÃO HEMATOXILINA E EOSINA 

As lâminas foram desparafinizadas em séries decrescentes de álcoois e lavadas em água 

corrente. Em seguida, coradas pela Hematoxilina de Harris por 3-5 minutos. Lavadas em água 

corrente e diferenciadas em solução álcool ácido a 1% e lavadas por 15 minutos. Após, foram 

coradas em solução de eosina-floxina por 10 a 30 segundos e passadas em álcool 95% para a 

retirada do excesso de corante. As lâminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas. 

C) COLORAÇÃO AZUL DE TOLUIDINA 

Os cortes foram cobertos com algumas gotas de solução corante por 3-5 minutos em platina 

aquecida a 55-60oC, lavados em água corrente e secos em platina aquecida. 

 

 


