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RESUMO

CELES, MRN. “Remodelamento do complexo de glicoproteinas associadas a distrofina,
do disco intercalar e das proteinas contrateis no coracao de camundongos submetidos a
sépsis induzida por ligacdo e perfuracio do ceco”. 2008. 115f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

A sépsis e o choque séptico representam uma sindrome complexa de intensa resposta
inflamatoria sistémica, com multiplas anormalidades fisiologicas e imunoldgicas, comumente
causadas por infeccdo bacteriana. A principal conseqiiéncia dessa resposta € o
comprometimento de muitos orgdos e tecidos. A disfun¢do cardiaca, decorrente de um
prejuizo na contratilidade miocardica, tem sido reconhecida como um fator importante que
contribui para os altos indices de mortalidade observados na sépsis. Dados recentes do nosso
laboratdrio indicam que alteracdes estruturais no miocardio podem ser responsaveis pela
disfun¢do cardiaca observada na sépsis. Considerando que a maquinaria contratil interna das
miofibras deve permanecer intimamente conectada com a membrana e a matriz extracelular, o
presente estudo foi proposto para avaliar alteracdes nas comunicagdes intercelulares e
acoplagem mecanica entre os cardiomidcitos vizinhos e avaliar a expressdao de proteinas do
arcabougo celular e da matriz extracelular (especificamente a laminina-a2) durante a sépsis
grave. Nossos resultados mostraram que hd uma diminui¢do na expressdo das proteinas
envolvidas na formagdo das gap junctions (conexina43) ¢ jungdes aderentes (N-caderina), o
que resultaria na perda da integridade estrutural dos discos intercalares, alterando o
acoplamento mecanico e eletro-quimico entre os cardiomidcitos vizinhos. Além disso,
demonstramos que héa redu¢do na expressdo de distrofina e das proteinas que constituem o
complexo de glicoproteinas associadas a distrofina (CGD) durante a sépsis experimental. A
reducdo ou perda da expressdo de distrofina é o evento primario que ocorre seguido pela
degeneracdo miofilamentar, caracterizada pela lise dos filamentos de actina e miosina. A
diminui¢do na expressdo das glicoproteinas associadas a distrofina: B-distroglicana e laminina
foram considerados eventos secundarios. Os resultados sugerem que durante a sépsis induzida
por ligacao e perfuragdo do ceco (CLP), ha perda de proteinas importantes envolvidas tanto no
remodelamento do disco intercalar quanto na expressdo de glicoproteinas envolvidas na
ligacdo mecanica entre o citoesqueleto intracelular e a matriz extracelular. Embora estudos
funcionais sejam necessarios para determinar o efeito direto dessas alteracdes sobre o
miocardio podemos sugerir que as alteragdes estruturais sdo parcialmente responsaveis pela
depressdao miocardica observada na sépsis.

Palavras-chave: sépsis, choque séptico, disfun¢do miocardica, gap junctions, jungdes
aderentes, disco intercalar, distrofina, complexo de glicoproteinas associadas a 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
Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo 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-a2 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: B-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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1. INTRODUGAO

Anualmente, cerca de 30 milhdes de pessoas morrem em todo mundo devido a infec¢des
graves. A maioria das mortes estd relacionada a eventos associados com a sindrome da
resposta inflamatoria sistémica (SIRS) que pode ser iniciada por uma série de condigdes,
infecciosas ou nao. Estimativas indicam um total de 750.000 casos de sépsis por ano nos
Estados Unidos da América, com um indice de mortalidade acima de 50% (Angus et al.,
2001). Um estudo epidemiologico recente de sépsis no Brasil mostrou que os dados nacionais
sdo igualmente alarmantes. A incidéncia 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 ¢ o
maior problema de saude publica nas unidades de terapia intensiva do pais (Silva et al., 2004).

A infecgdo pode ser definida como um processo patolégico causado pela invasido de
tecidos normalmente estéreis, fluidos ou cavidades corporais por agentes patogénicos ou
potencialmente patogénicos (Levy et al., 2003). Por outro lado, a sépsis resulta da evolugdo
de uma infec¢do como um continuum de um foco infeccioso Unico no organismo. Essa
desordem clinica ¢ definida pela presenca de infeccdo e inflamagdo sist€émica (Levy et al.,
2003). Apds a exposicdo inicial a um estimulo infeccioso (por exemplo: endotoxinas de
bactérias Gram-negativas ou exotoxinas de bactérias Gram-positivas), a cascata inflamatoria é
iniciada. A amplificacdo da resposta imunoldgica ocorre através da ativagdo de leucdcitos
polimorfonucleares, monocitos/macroéfagos teciduais e células endoteliais que liberam uma
série de mediadores biologicamente ativos, incluindo citocinas, fator ativador de plaquetas

(PAF) e 6xido nitrico na tentativa de eliminar o agente agressor. Estudos experimentais



realizados em humanos e animais indicaram que o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a
interleucina-1 (IL-1) estdo entre as citocinas mais importantes e mais precocemente
produzidas durante a sépsis (Dinarello 1997, Van der Poll et al., 1999). Associado a
amplificacdo dessa resposta ocorre também a indu¢do e produ¢do de mediadores regulatorios,
dentre eles, as citocinas antiinflamatorias IL-10, fator de crescimento e transformacao-beta
(TGF-B) e inibidores soluveis como o antagonista do receptor de IL-1. O efeito desses
mediadores pr6 e antiinflamatérios culminam com alteracdes fisiopatologicas em varios
orgdos, denominadas de Sindrome da Resposta Inflamatoéria Sistémica (SIRS), como
estabelecido em pela Conferéncia 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 ndo pode ser mantida, pode ocorrer uma disfungdo seqiliencial e
progressiva de varios 6rgaos, fendmeno denominado de Sindrome da Disfunc¢ao de Multiplos
Orgios (SDMO), considerada principal causa de morte entre pacientes internados em unidades
de terapia intensiva (Tran et al., 1990, Deitch 1992). A presenga de hipotensdo sist€mica,
defeitos microcirculatorios regionais, hipoxia tecidual e ativagdo das cascatas inflamatdrias
estdo relacionados as lesdes de multiplos 6rgdos que caracterizam a evolucao clinica da sépsis
(Parrillo et al., 1990). Se o estimulo ¢ particularmente intenso, o sistema cardiovascular ¢é
afetado, culminando com choque séptico (Levy et al., 2003).

O choque séptico ¢ considerado um agravamento do quadro de sépsis, resultante de uma
descompensagdo hemodinamica que ocorre na presenga de agentes infecciosos e mediadores
inflamatorios na circulagdo sangiiinea (Hollenberg et al., 2004). Primariamente trata-se de uma
forma de choque distributivo, caracterizado por uma incapacidade de fornecimento de
oxigénio aos tecidos, associado a uma vasodilatagdo periférica inadequada, a qual ocorre
apesar do débito cardiaco preservado ou mesmo elevado (Parrillo et al., 1990). Embora muitos
pacientes morram ainda nos estagios iniciais da doen¢a, em um grande numero de casos essas
alteracdes hemodinamicas evoluem gradualmente para um estado hipodinadmico, estagio tardio
do choque, caracterizado por baixa resisténcia vascular periférica e hiporeatividade a

vasoconstritores. Nesses casos, os pacientes freqiientemente vdo a Obito por hipotensdo



refratdria ao tratamento farmacologico, faléncia de multiplos orgdos e/ou disfuncao
miocardica (Parrillo, 1993).

Nas ultimas décadas, a origem da disfuncdo 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
funcdo cardiaca esteja prejudicada na sépsis, permanece controverso se a disfungdo contratil
do miocérdio ¢ secundaria as alteracdes estruturais. Lesdo miocardica clinicamente inaparente
tem sido relatada nos pacientes através dos niveis séricos elevados de troponina cardiacal 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 niveis de troponina estdo aumentados nos
pacientes sépticos permanece desconhecido. Os possiveis mecanismos sdo: necrose difusa,
proteodlise das troponinas cardiacas ou escape das mesmas para o citoplasma com dano
reversivel do complexo contratil das células musculares cardiacas. Relatos anteriores em
modelos experimentais mostraram uma associacdo entre sépsis e alteracdes estruturais do
miocérdio (Coalson et al., 1975, Hersch et al., 1990, Gotloib et al., 1992, Schlag et al., 1992,
Allard et al., 1996), tais como, necrose miocitaria € edema mitocondrial ou um prejuizo na
contratilidade miocardica na auséncia de lesdo tecidual (Piper et al., 1997, Zhou et al., 1998).

A determinag¢do dos mecanismos celulares diretamente dependentes da sépsis/choque
séptico que poderiam conduzir a mudangas estruturais miocardicas em seres humanos tornou-
se foco de poucos estudos. Fernandes e colaboradores em 1994 avaliaram retrospectivamente
71 autdpsias de pacientes sépticos usando os seguintes critérios morfoldgicos de inclusdo:
reacdo inflamatoria em dois ou mais 6rgdos, esplenite aguda, pielonefrite aguda bilateral,
trombos de fibrina nos pulmdes, figado e glomérulo e seqiiestro de neutréfilos nos capilares
pulmonares. Os autores descreveram uma miocardite infecciosa tipica: 19 casos (27%) com
miocardite intersticial e exsudado composto principalmente por neutréfilos, 8 casos (11%)
com colonizagdo bacteriana e 5 casos (7%) com necrose de miofibras. Os autores aventaram
que esses achados seriam induzidos provavelmente por mediadores sistémicos, responsaveis
pela disfuncdo miocéardica na sépsis humana. Outro estudo foi desenvolvido em nosso

laboratério (Rossi et al., 2007) focalizando predominantemente a maquinaria contratil do



miocérdio, na tentativa de correlacionar a presenca de alteragdes estruturais no miocardio
humano com a disfun¢do cardiaca observada na sépsis. Na avaliacdo do miocardio humano
com sépsis de longa duragdo, foram evidenciados quatro achados importantes. Primeiro,
observamos nos miocardios sépticos, maior infiltragdo de macréfagos com caracteristicas de
ativacao e aumento da expressdo de TNF-a em comparagdao a ambos os miocardios controles,
normais e com pancreatite aguda necrosante, o que poderia favorecer a reducdo da funcdo
cardiaca nos coragdes sépticos. Segundo, os miocardios sépticos apresentaram maior acimulo
intracelular de lipidios quando comparados aos coragdes controles, refletindo muito
provavelmente uma situagdo de lipotoxicidade celular, favorecendo o aparecimento de
disfuncdo cardiaca. Terceiro, os miocéardios controles apresentaram expressdo normal dos
filamentos de actina e miosina, enquanto os miocardios sépticos apresentaram focos dispersos
de ruptura do aparelho contratil de actina/miosina, o que representaria lise de miofilamentos.
Quarto, a expressdo da sintase do o6xido nitrico induzida (iNOS) e nitrotirosina por
cardiomidcitos e macrofagos intersticiais foi marcadamente aumentada nos miocardios
sépticos em comparagcdo com 0s coragdes controles. A expressdo aumentada de iNOS e a
evidéncia da presenca significativa de peroxinitrito, através da imunorreagdo para
nitrotirosina, um marcador da produgdo de peroxinitrito nos cardiomidcitos ¢ macrofagos
intersticiais, sugerem que o estresse oxidativo possa ter um papel importante no rompimento
das moléculas de actina/miosina nos coracdes dos pacientes sépticos. Em resumo, essas
observagdes dio suporte a hipotese de que alteracdes estruturais no miocardio, classificaveis
como “cardiomiopatia inflamatéria”, poderiam ser responsaveis pela depressdo miocardica
induzida pela sépsis.

Considerando que a manutencao da integridade estrutural do miocardio € essencial para
o correto funcionamento do coragdo, o estudo de alteragdes nas comunicagdes intercelulares e
acoplagem mecénica entre os cardiomidcitos vizinhos tornou-se interessante, uma vez que a
ocorréncia desse fendmeno na sépsis poderia contribuir para a depressdo miocardica. Outro
ponto importante ¢ verificar se modificacdes na expressao de proteinas do arcabouco celular e
da matriz extracelular durante a sépsis poderiam ter um papel importante nas alteragdes

cardiovasculares observadas durante a sépsis.



De acordo com Perriard e colaboradores, a ruptura das proteinas constituintes do disco
intercalar causaria cardiomiopatias e outras mudangas que poderiam ser fatais. (Perriard et al.,
2003). O disco intercalar ¢ importante mantenedor da integridade estrutural do miocardio
através das conexdes entre os miocitos. A funcdo contratil cardiaca depende dos discos
intercalares que sdo responsaveis pelo acoplamento mecanico e eletro-quimico dos midcitos
constituintes do coracdo. Os discos intercalares apresentam varios complexos juncionais:
jungdes aderentes, desmossomos e gap junctions (Severs, 2000, Gutstein et al., 2003). As
jungdes aderentes, constituidas principalmente pelas moléculas de caderina, promovem a
ligacdo do disco intercalar ao citoesqueleto de actina e os desmossomos, principalmente
compostos pelas proteinas desmoplaquinas, fixam-se aos filamentos intermedidrios. Ambos
estdo associados a um complexo de proteinas, as cateninas, que regulam as adesodes célula-
célula e a estrutura das jungdes dos discos intercalares capacitando a transmissdo de forga
contratil através da membrana plasmatica. As gap junctions sdo canais formados pela
interagdo de dois hemicanais ou conexons, presentes na membrana de células opostas. Cada
conexon ¢ formado pela associagdo de seis subunidades polipeptidicas idénticas, as conexinas,
que se estendem através das membranas celulares estabelecendo a comunicagdo intercelular
via estimulos elétricos e transferéncia de ions entre as células miocardicas vizinhas.

E conhecido que redugdes nas proteinas constituintes dos discos intercalares promovem
um aumento das cardiomiopatias e outros defeitos fatais (Perriard et al., 2003). Por exemplo, a
delecdo induzida do gene da N-caderina no coragdo de camundongos leva a uma perda das
estruturas dos discos intercalares resultando em anormalidades na morfologia e fungdo
cardiaca (Kostetiskii et al., 2005). O remodelamento das gap junctions e a redugdo dos niveis
de conexina-43, proteina predominante no miocardio dos ventriculos cardiacos pode resultar
na diminui¢do da velocidade de condugdo, arritmia ventricular espontdnea e morte cardiaca
subita (Gutstein et al., 2001, Danik et al., 2004, Eckardt et al., 2004, van Rijen et al., 2004).
Na doenga de Naxos, uma cardiomiopatia arritmogénica do ventriculo direito decorrente da
delecdo de y-catenina (placoglobina), tem sido demonstrado um remodelamento das gap
junctions provavelmente, devido a alteragdes nas ligacdes entre desmossomos, jung¢des

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



Além das jungdes intercelulares, as interagdes entre proteinas ancoradouras do
arcabougo celular, tais como, distrofina e proteinas do complexo de glicoproteinas associadas
a distrofina, com a matriz extracelular desempenham papel importante tanto na integridade
estrutural quanto funcional do miocardio e na estabilizacdo da transmissdo de forca contratil
(Katsumi et al., 2004). Mudangas tanto bioquimicas quanto estruturais induzidas pela
sépsis/choque séptico podem comprometer a integridade estrutural do sarcolema nos
cardiomidcitos (Rossi et al., 2007). A integridade do sarcolema ¢ mantida pela presenca das
proteinas estruturais dos cardiomidcitos que compreendem: as proteinas do citoesqueleto
celular (tubulina, desmina e actina), as proteinas do sistema contratil (actina, miosina,
tropomiosina e troponinas) e as proteinas do esqueleto sarcomérico (titina e o-actinina)
(Kostin et al., 2000). Ha ainda trés grupos de proteinas estruturais que contribuem para a
forma celular, resisténcia mecanica e transducdo de sinal nos cardiomidcitos e permite a
interagdo entre o citoesqueleto intracelular, o sistema contratil e a matriz extracelular
conferindo estabilidade estrutural & membrana do cardiomiocito: a distrofina € o complexo de
glicoproteinas associadas a ela (distroglicanas, sarcoglicanas, sarcospana, distrobrevina e
sintrofinas), a ligacdo talina-vinculina-integrina e a ligagdo espectrina-face interna da
membrana (Kostin et al., 1998; Hein et al., 2000; Kostin, 2000, Lapidos et al., 2000).

A distrofina ¢ um dos principais componentes do complexo de glicoproteinas e se
localiza logo abaixo do sarcolema, co-localizada com a [-espectrina e a vinculina.
Desempenha papel importante no estabelecimento de conexdes entre o meio intracelular, o
citoesqueleto de actina e/ou a estrutura sarcomérica e a membrana basal externa. Apresenta
trés fungdes basicas: (1) estabilizagdo da membrana durante ciclos de contragdo, (2)
transducdo de forca e (3) organizagdo de especializacdes da membrana (Towbin, 1998;
Lapidos et al., 2004). A por¢ao N-terminal da distrofina liga-se a actina e a por¢do C-terminal
liga-se a proteina transmembrana B-distroglicana (Stevenson et al., 1998). Esta se conecta a o.-
distroglicana, que por sua vez esta ligada a matriz extracelular através da laminina (Winder,
2001; Ganote & Armostrong, 2002). Além dessa interagdo com o meio intracelular, as
distroglicanas participam também da organizagdo da matriz extracelular (Henry & Campbell,

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



por seis subunidades a, B, v, €, { e d-sarcoglicanas. A funcdo das sarcoglicanas ainda nao ¢
bem conhecida, mas sabe-se que essas glicoproteinas estabilizam a interagdo entre as a e [3-
distroglicanas (Straub et al., 1998; Mcnally et al., 2003). A presenga de outras proteinas na
membrana celular, como as integrinas, também permite a ligagdo entre o citoesqueleto e a
matriz extracelular (Kostin et al., 1998). As integrinas, sdo proteinas transmembrana formadas
pelas subunidades o e B, consideradas receptores de adesdo celular para proteinas dentro da
matriz extracelular (laminina, fibronectina, coldgeno) e também estabelecem relagdo com a
actina do citoesqueleto (Kostin et al., 1998; Delon & Brown, 2007). As integrinas
desempenham ainda papel na organizacdo, diferenciacdo e migragdo celular (Ross, 2002) e na
resisténcia a tensdo gerada ao longo do sarcolema durante a contracdo celular (Van Der Flier
& Sonnenberg, 2001; Delon & Brown, 2007). A laminina, considerada o maior componente
da matriz extracelular, ¢ altamente expressa nos musculos cardiaco e esquelético, composta
por duas isoformas o e , mantém uma forte interagdo com a distrofina através do complexo
das distroglicanas. Dessa forma, a comunica¢do entre os meios intra e extracelular ¢
estabelecida (Mcnally et al., 2003) (Figura 1).

A organizagdo e interacdo entre as glicoproteinas sdo importantes para o entendimento
dos mecanismos celulares envolvidos na disfun¢do mecanica observada nas cardiomiopatias
(Stevenson et al., 1998; Xi et al., 2000). Diversos estudos em humanos ¢ em modelos animais
indicam que a perda da associagdo entre as estruturas do complexo de glicoproteinas
associadas a distrofina e a laminina pode levar ao desenvolvimento de cardiomiopatia
(Oliviéro et al., 2002; Lapidos et al., 2004; Heydemann & Mcnally, 2007). A auséncia de um
ou mais componentes deste complexo causa degeneracdo muscular progressiva (Hack et al.,
2000) e implica na ruptura da ligacao fisica que ancora a actina ao citoesqueleto subsarcolemal
e os sarcomeros ao sarcolema (Danialou et al., 2001), com conseqiiente perda de fungdo e
morte celular (Lapidos et al., 2004). A perda de distrofina, por exemplo, ¢ a causa da distrofia
muscular de Duchenne e estd freqiientemente acompanhada por cardiomiopatia. Os
cardiomidcitos que perdem a distrofina sdo mais vulnerdveis ao estresse mecanico imposto
sobre a célula, resultando na perda da integridade do sarcolema e degeneracdo miofibrilar

(miocitolise), com conseqiiente disfungdo contratil (Danialou et al., 2001; Heydemann &



Mcnally, 2007). Ainda, foi demonstrado o papel das glicoproteinas associadas a distrofina na
lesdo por isquemia-reperfusdo no miocardio de cdes (Rodriguez et al., 2005), em hamsters
deficientes de sarcoglicana (Straub et al., 1998) e em bidpsias miocardicas de humanos com

cardiomiopatia dilatada (Vatta et al., 2002).
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Figura 1. Complexo de glicoproteinas associadas a distrofina (CGD). Representacdo esquematica
da organizagdo das proteinas do complexo de glicoproteinas associadas a distrofina.
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2. HIPOTESE

Estudar as alteragdes morfologicas cardiacas observadas na sépsis polimicrobiana
focalizando predominantemente as comunicacdes intercelulares e a maquinaria contratil do
miocardio, e a possivel correlagdo dessas alteragdes estruturais com a disfuncdo cardiaca

observada na sépsis.

2.1 OBJETIVOS

Até o presente momento ndo existem dados na literatura demonstrando uma relacao
direta entre alteragdes nas comunicagdes intercelulares de cardiomidcitos vizinhos ou
modificacdes na expressdo de proteinas do citoesqueleto e da matriz extracelular com a
disfuncdo miocardica observada na sépsis. Portanto, o presente estudo foi proposto para (1)
avaliar se alteracdes nas comunicagdes intercelulares e acoplagem mecanica entre o0s
cardiomidcitos vizinhos pode ocorrer na sépsis e contribuir para a depressao miocardica e (2)
avaliar se hd modificagdes na expressdo das proteinas do arcabouco celular e da matriz
extracelular e se essas possuem papel importante nas alteragdes cardiovasculares observadas

na sépsis.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideragdes gerais

Foram utilizados camundongos machos, selvagens C57BL/6, com aproximadamente
20g, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da
Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP) e mantidos no Biotério do Departamento de
Patologia em condigdes de temperatura constante (23 a 25°C), com livre acesso a dgua e dieta
solida de laboratério. A composicao aproximada da dieta normalmente comercializada ¢
(g/100g): proteina 21,0; gordura 3,5; carboidratos 60,0; sais 5,3; complexo vitaminico 2,0 e
cinzas (dados fornecidos pelo produtor). Essa dieta prové aproximadamente 3,5 kcal/g. O
presente projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal

(CETEA) da FMRP-USP com protocolo n° 012/2004 em 26/04/2004 (Anexo A).

3.2 Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente e identificados em trés grupos: animais falso-
operados (sham); submetidos ao estimulo séptico moderado (ESM); e submetidos ao estimulo
séptico grave (ESG). Foram utilizados 4 a 10 animais por grupo dependendo do experimento a
ser realizado. O sacrificio dos animais foi realizado 0, 6, 12 e 24 horas po6s-operatorio, de
acordo com a necessidade do experimento. Quando necessario, a quantidade de animais do
grupo ESG foi aumentada devido ao alto indice de mortalidade. Somente os animais que

desenvolveram sépsis foram considerados neste grupo.



33 Inducio experimental de sépsis polimicrobiana

Utilizamos como modelo de sépsis polimicrobiana o modelo de ligagdo e perfuragao do
ceco (CLP - “Cecal Ligation and Puncture”), originalmente descrito por Wichterman e
colaboradores em 1980, com algumas modificagdes. Resumidamente, os animais foram
anestesiados com tribromoetanol (250mg/kg) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA), em
solugdo a 2,5%, administrados intraperitonealmente (i.p.). Posteriormente, foi realizada
laparotomia mediana com aproximadamente 1 cm de extensdo. O ceco foi localizado, exposto
e ligado com linha de seda estéril. Apos este procedimento, o mesmo foi perfurado duas vezes
com agulha 18G (estimulo séptico grave - ESG), ou duas vezes com agulha 30G (estimulo
séptico moderado - ESM). O grupo de animais falso-operado foi submetido ao mesmo
procedimento, porém sem a ligacdo e perfuracdo do ceco. ApOs 0 processo cirurgico, o ceco
dos animais foi recolocado em sua posi¢do e o abdomen fechado em duas camadas.
Imediatamente apds a cirurgia cada animal recebeu uma inje¢do subcutianea de 1 mL de salina

e foi colocado em incubadora a 37°C por 30 minutos.

3.4 Avaliacdo da sobrevida

A mortalidade foi determinada através da observacdo da sobrevivéncia dos animais
durante o periodo de infec¢do, ou seja, apos a indugdo dos diferentes estimulos sépticos. Foi
estabelecido um prazo maximo de observacdo de 72 horas. Nesse experimento foram

utilizados 10 animais por grupo.

3.5 Contagem de bactérias na cavidade peritoneal e no sangue

Seis horas apos a indugdo dos diferentes estimulos sépticos, os animais foram mortos
(n=5 animais por grupo) para coleta de sangue através do plexo orbital e lavado peritoneal por
lavagem e pun¢do 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 abdomen do animal foi levemente



massageado e posteriormente foi colhido 1 mL de solugdo. O lavado peritoneal foi diluido
(1:100, 1:1000 e 1:10.000) em PBS estéril e 10 ul dessa solugao foram semeados em placas de
petri contendo meio Agar Miieller Hinton (Difco Laboratories, Detroit, EUA) e incubados a
37°C por 24 horas. Para bacteremia, 10 pl do sangue coletado em condigdes estéreis foram
semeados ¢ as placas incubadas a 37°C por 24 horas (Difco Laboratories). Os resultados foram
expressos como o Log do nimero de unidades formadoras de colonia (CFU) por mililitro (Log

de CFU/mL).

3.6 Quantificagao de citocinas e quimiocinas

As concentracdes do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e da proteina inflamatdria de
monocito-la (MIP-1a) foram quantificadas no sangue e lavado peritoneal 6 horas apds a
inducdo da sépsis (n=5 animais por grupo). Apds a morte dos animais o sangue ¢ o lavado
peritoneal foram colhidos e centrifugados por 10 minutos a 800 g. As dosagens foram
determinadas pelo método imunoenzimatico ELISA. Resumidamente, placas de 96 pogos
foram cobertas com 50 pl/pogo do anticorpo especifico anti-TNF-a (2 pg/mL) e anti-MIP-1a
(1 pg/mL) (Pharmigen, San Diego, CA, EUA). Os anticorpos foram diluidos em solucdo de
ligagdo (binding buffer) pH 9,0 e incubados por 18-24 horas a 4°C. Em seguida, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS/Tween-20 (0,05% Sigma). As liga¢des inespecificas foram
bloqueadas com 100 pl de PBS/BSA 1% por 2 horas em temperatura ambiente. As amostras e
0 padrao (curva padrio) contendo as concentragcdes para TNF-a (2000 pg/mL) e MIP-1a
(4000 pg/mL) (Pharmigen) foram adicionadas as placas (50 pl) e incubadas por 18-24 horas a
4°C. Apos esse periodo, as placas foram lavadas com PBS/Tween e 50 pl dos anticorpos
biotinilados especificos para cada citocina foram adicionados nas concentragdes: TNF-a
(0,1pg/mL) e MIP-1a (0,2 pg/mL). Apds 1 hora, as placas foram lavadas e, em seguida, foi
adicionado o conjugado avidina-peroxidase (dilui¢ao de 1:5000) em cada poco e incubadas
por 30 minutos. Apos, 100 pl do substrato OPD (o-fenilenediamina-dihidrocloreto, Sigma) em
solugdo tampao substrato (pH 5,0) foi adicionado. As placas foram incubadas por 15 a 20

minutos em temperatura ambiente. A reagdo foi interrompida com 50 pl de H,SO4 (1 M) e a



densidade optica (DO) medida a 490 nm em espectrofotometro (Spectra Max-250, Molecular

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

3.7 Avaliagao de pressao arterial

Apos os periodos 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 carotida foi localizada e clampeada nas partes
distal e proximal. Em seguida foi realizada uma incisdo puntiforme na superficie anterior da
artéria onde foi introduzido um cateter — canula PE-10 (Becton & Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, EUA). A canula foi conectada a um transdutor de pressdo arterial acoplado a interfase
Power Lab/415 (ADInstruments, Inc. Colorado Springs, CO, EUA) e registrada a pressdo

arterial média nos diferentes grupos experimentais.

3.8 Morte dos animais e coleta do material para analise histolégica

Apo6s 12 e 24 horas da indugdo da sépsis, os animais de cada grupo foram anestesiados
por inalacdo de vapor de éter etilico (Mallinckrodt Baker, S.A., Xalostoc, México). A
cavidade toracica foi aberta, expondo o coracdo ainda pulsando. Os coragdes foram
rapidamente excisados, lavados com solu¢do gelada (4°C) de NaCl a 0,9% (Anexo B), secos
em papel filtro, pesados em balanga de precisao (Denver Instrument Company, Arcada, CO,

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

3.9 Microscopia 6ptica convencional

Os coragdes inteiros (n=4 animais por grupo) foram fixados por imersao em formol a
3,7% em PBS e mantidos em geladeira a 4°C overnight. Apds esse periodo, os coragdes foram
cortados do &pice para a base longitudinalmente em metades anterior e posterior. Em seguida,
desidratados em concentragdes crescentes de alcool 80%, 95% (30 minutos cada) e 100% (4

trocas de 1 hora cada). Apos o ultimo 4alcool, as amostras foram clarificadas em xilol (3



banhos de 30 minutos cada), dois banhos de parafina (2 horas cada) e incluidas em parafina.
Cada bloco de parafina foi cortado em sec¢des de 5 um de espessura e, posteriormente,

corados com hematoxilina e eosina (Anexo C).

3.10 Microscopia 6ptica de alta resolucao (metacrilato)

Ap6s 24 horas de fixagcdo em formol a 3,7% em PBS (4°C), os coracdes foram cortados
do apice para a base longitudinalmente em metades anterior e posterior (n=6 animais por
grupo). Esses coragdes foram desidratados em concentragdes crescentes de alcool 70%, 95%
(3 trocas de 15 minutos cada) e 100% (3 trocas de 1 hora cada), passados pela solucdo pré-
infiltradora (24 horas), solucao infiltradora (24 horas), incluidos 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 60°C para endurecimento da
resina. Cortes de 2,5 um foram obtidos em microtomo Sorvall JB4-A (DuPont Company,
Newtown, CT, EUA), estirados em banho-maria a temperatura ambiente, colocados em lamina
de vidro e secos em platina aquecida a uma temperatura de 55-60°C por aproximadamente 24

horas. Logo ap0s, os cortes foram corados com azul de toluidina (Anexo C).

3.11 Analise do coragao e morfometria

O diametro dos cardiomidcitos do ventriculo 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 microscopio Optico Leica DMR (Leica
Mycrosystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Inglaterra), videocamera (Leica DC300F, Leica
Mycrosysrems AG, Heerbrugg, Suica) e um computador on line. Foram utilizados coragdes
incluidos em metacrilato para esse estudo (n=6 animais por grupo). Foi mensurado o menor
diametro de cada cardiomidcito em uma érea padrao de 0,093 mmz, em aumento de 400x. O
corte histolégico de cada coragdo foi dividido em cinco regides: base do ventriculo esquerdo

(face lateral livre), por¢do mediana do ventriculo esquerdo (face lateral livre), apice, base do



septo e porcao mediana do septo. Em cada regido foram coletadas 50 medidas, totalizando 250

medidas por coracdo. Os coragdes controles foram submetidos aos mesmos procedimentos.

3.12 Analise de Imunofluorescéncia

Imediatamente ap6s a anestesia dos animais, (n=4 animais por grupo), os coragdes foram
excisados, lavados com solugdo gelada (4°C) de NaCl a 0,9%, secos em papel filtro e
seccionados frontalmente em metades anterior e posterior. Esses coragdes foram colocados em
meio de criopreservagdo Tissue-Tek (Triangle Biomedical Sciences, Durham, NC, EUA) ¢
imediatamente congelados em isopentano (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, RJ) resfriado em
nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas a -80°C para estudo em
imunofluorescéncia. Cortes de 5 um de espessura foram obtidos no criostato Leica CM 1850
(Leica Instruments Nussloch GmbH, Nussloch, Alemanha), transferidos para laminas
silanizadas e fixados em acetona gelada por 10 minutos. Depois de fixadas e secas em
temperatura ambiente, as ldminas 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 laminas 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.
Ap0s, as laminas foram incubadas com anticorpo primdrio diluido em BSA 1% e deixadas
incubando overnight a 4°C. Foram utilizados anticorpos primarios contra: conexina-43
(anticorpo monoclonal de camundongo anti-conexina-43, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, EUA, diluicdo 1:200), N-caderina (anticorpo policlonal de coelho anti-N-caderina,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, diluicdo 1:200), actina sarcomérica (anticorpo
monoclonal de camundongo anti-a-actina sarcomérica, Sigma Co., St. Louis, MO, EUA,
dilui¢do 1:400), miosina (anticorpo monoclonal de coelho anti-miosina, RDI, Inc Flanders, NJ,
EUA) distrofina (anticorpo policlonal de coelho anti-distrofina, Santa Cruz Biotechnology,
dilui¢do 1:100), albumina (anticorpo monoclonal de camundongo anti-albumina conjugada
com FITC, Bethyl Laboratories Inc., Montgomey, Texas, EUA, diluicio 1:600), -

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



Laboratories, diluicdo 1:400) e merosina laminina a-2 (anticorpo monoclonal de camundongo
anti- merosina laminina a-2, Vector Laboratories, diluicdo 1:100). As laminas para as reagdes
com anticorpos primarios B-distroglicana ndo foram fixadas com acetona. Apos o anticorpo
primdrio, as laminas foram lavadas com PBS (3 vezes de 10 minutos) e incubadas com
anticorpo secundario. Foram utilizados como anticorpos secundarios conjugados: a-mouse-
IgG/FITC, a-mouse-IgG/AMCA, a-rabbit-IgG/Texas red (Vector Laboratories) 1:200 diluidos
em HEPES 0,01 M, durante 1 hora em temperatura ambiente e posteriormente lavadas com
PBS (3 vezes de 10 minutos). Para marcagdo de actina foi utilizada faloidina (Molecular
Probes, Eugene, OR, EUA) 1:1000 diluida em BSA 0,1%. As laminas foram deixadas na
estufa a 37°C por 30 minutos e lavadas novamente com PBS (3 vezes de 10 minutos). A
marcacdo nuclear foi feita com 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihidrochloryde (DAPI,
Molecular Probes) por 3 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas com PBS (3 vezes
de 10 minutos) e montadas com Prolong® (Invitrogen, Molecular Probes). As laminas com
marcagdo para merosina laminina o-2 foram fixadas em paraformoldeido 2% por 1 minuto
apods anticorpo secundario, antes de serem montadas. Para a analise das laminas marcadas com
anticorpos contra actina e miosina foi utilizado microscopio confocal Leica TCS SP2 SE
(Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Alemanha), as demais marcagdes foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia Leica DMR (Leica Microsystems). Em seguida,
as imagens foram captadas por videocamera (Leica DC300F, Leica Mycrosysrems AG,
Heerbrugg, Suica) e analisadas com programa Leica QWin Software V 3.2.0 (Leica Imaging

Systems Ltd., Cambridge, Inglaterra).

3.13 Analise quantitativa do sinal fluorescente

Para medir a densidade optica do sinal fluorescente para as proteinas conexina-43, N-
caderina, distrofina e B-distroglicana, as sec¢des de cada coracdo foram coradas com anticorpo
especifico e examinadas em microscopio de fluorescéncia com aumento de 400x. Para o
exame das secgdes foi utilizado o filtro de excitagdo azul 480/40-nm e o filtro de supressao

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



distroglicana. As areas do miocéardio selecionadas para andlise apresentaram-se bem
preservadas, com feixes de tecido muscular cardiaco compacto e cortados longitudinalmente
para avaliagdo das moléculas de conexina-43 e N-caderina e transversalmente para analise das
moléculas de distrofina e B-distroglicana. Foram utilizados 4 animais por grupo, sendo
fotografadas 5-10 areas de 0,093 mm’ cada, de todos os cora¢des. Os campos microscopicos
foram escolhidos ao acaso, observando o critério de corte longitudinal ou transversal dos
miocitos. As areas foram determinadas e analisadas individualmente utilizando o programa
Leica Qwin Standard (Leica Microsystems Image Solutions, Cambrigde, Inglaterra) em
conjunto com o microscopio Leica DMR (Leica Microsystems, GmbH, Wetzlar, Alemanha),
acoplado a uma camera (Leica Microsystems Ltd, Heerbrugg, Suig¢a) e um microcomputador.
Em geral, os niveis de background de fluorescéncia foram baixos e a imunorreatividade do
material reconhecida pelos anticorpos anti-conexina-43 e anti-N-caderina foram concentradas
nos pontos de aposicdo intercelular, enquanto a imunorreatividade do material reconhecida
pelos anticorpos anti-B-distroglicana e anti-distrofina foram localizadas na regido da
membrana celular. O baixo background e o sinal fluorescente intensamente localizado
favoreceram sua determinacgao facilitando a identificacdo dos locais de marcacdo. Dessa
forma, foi possivel obter a densidade optica do sinal fluorescente das proteinas de maneira
interativa. Algumas sec¢des foram coradas com faloidina (Alexa Fluor 594 phalloidin,

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

3.14 Western blotting

Para determinar as quantidades das proteinas conexina-43, N-caderina, distrofina e -
distroglicana nos coragdes sépticos, amostras do miocardio dos ventriculos direito e esquerdo
foram colhidas e analisadas por imunoblotting 24 horas apds a inducdo de sépsis. Os coragdes
foram coletados (n=6 animais por grupo), lavados em tampao PBS estéril e preparados para
extragdo de proteinas. Para a extra¢do das proteinas foram adicionados 400 ul de tampao de
extragdo (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). Apods este procedimento o material foi
centrifugado a 13.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo a solugdo de
proteinas foi coletado e aliquotado para dosagem de proteinas. Em seguida, amostras contendo
40 pg de proteinas foram aplicadas em gel de eletroforese SDS-PAGE a 4%, 7% ou 12% de
acordo com o peso molecular da proteina a ser analisada. Terminada a corrida do gel, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL; GE
Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ, EUA). A transferéncia completa das proteinas
foi confirmada pela coloracdo de ambos, o gel ¢ a membrana com corante Ponceau S (Sigma-
Aldrich). A membrana de nitrocelulose carregando as proteinas foi colocada em solugdo de
bloqueio com leite desnatado a 5% por 24 horas a 4°C. Apos, a membrana foi lavada em
solugdo tampao TBS-T (Tampao Tris-salina tamponada Tween-20, pH 7,6) e incubada
overnight a 4°C com os seguintes anticorpos primarios: anti-conexina-43 (diluicdo 1:500,
Santa Cruz Biotechnology), anti-N-caderina (dilui¢do 1:500, Santa Cruz Biotechnology), anti-
distrofina (diluigdo 1:750, Santa Cruz Biotechnology) ou anti--distroglicana (dilui¢do 1:500,
Santa Cruz Biotechnology) diluidos em solugdo de leite desnatado a 5% e tampao TBS-T.
Foram utilizados os mesmos anticorpos para Western blotting e imunofluorescéncia. Apos o
periodo de incubagdo, as membranas foram lavadas em tampao TBS-T e incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente com anticorpos secundérios 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 tampao TBS-T e incubada com solugdo de revelagdo ECL (ECL Kit;
GE Healthcare Bio-Sciences) de acordo com as especificacdes do fabricante. Apos este
processo, a membrana foi colocada em K-7 (chassi para revelagdo de Raios X) e exposta ao
filme ECL (ECL Film; GE Healthcare Bio-Sciences) por 2 a 20 minutos. Apos o
escaneamento dos filmes de raio X, a quantificagdo das bandas especificas foi realizada
usando o programa Gel-Pro Analyzer software (Silver Spring, MD, EUA). Os valores
relatados sdo referentes a densidade optica (DO) das bandas expressas em unidade arbitraria

(UA).



3.15 Analise ultra-estrutural

A caracterizacdo das alteracdes morfologicas do miocardio dos animais submetidos a
sépsis induzida por CLP foi analisada por microscopia eletronica de transmissdo (MET). O
miocéardio do ventriculo esquerdo dos animais falso-operados e submetidos a sépsis grave
(n=5 animais por grupo) foram lavados com solu¢do salina a 0,9% gelada (4°C), recortados em
blocos de aproximadamente Imm’® de 4rea e imersos em solucdo de fixacdo com aldeido
glutérico a 2,5% (Anexo B) em tampao cacodilato de sodio 0,2 M (pH 7,3) (Anexo D). As
amostras foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% (Anexo B) em tampao cacodilato de
sodio 0,2M por 2 horas. A desidratagdo 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 inclusdo em resina Araldite 502 (Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA)
(Anexo D). Cortes de 0,75 pm foram obtidos com navalha de vidro, corados com azul de
toluidina e examinados em microscopio Optico para selecdo das dareas posteriormente
submetidas a cortes ultrafinos. Esses foram obtidos com navalha de diamante em
ultramicrétomo 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 microscopio eletronico Zeiss EM109 (Carl Zeiss) a 80 kV.

3.16 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism
4 (Graph Pad Software In., San Diego, California, EUA). O teste t de Student foi utilizado
para comparagao entre duas variaveis com distribui¢ao normal. Comparag¢des multiplas foram
feitas pela andlise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. O indice de sobrevida foi
apresentado como a porcentagem de animais vivos. O nivel de significancia escolhido foi de

5% e os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).



4. RESULTADOS

4.1 Inducdo de sépsis e avaliagdo do modelo de CLP

Caracterizagao do indice de mortalidade em animais submetidos a sépsis
polimicrobiana

Vinte e quatro horas apos a inducdo da sépsis, os animais apresentaram piloere¢do,
tremores, prostracao, atonia muscular e diminui¢do da movimentagao, sinais da instalacdo do
estado de sépsis. O tempo de laténcia e a intensidade desses sinais dependeram dos calibres
das agulhas utilizadas para as perfuragdes. Foi determinado que a sépsis moderada (grupo
ESM) seria induzida por duas perfuragdes no ceco com agulha 30G, enquanto a sépsis grave

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

A figura 2 mostra a curva atuarial de mortalidade dos animais submetidos a falsa
cirurgia (sham), ao estimulo séptico moderado (ESM) e ao estimulo séptico grave (ESG). Os
animais falso-operados apresentaram um indice de sobrevida de 100% apo6s o final do periodo
de observacdo de 72 horas. Os camundongos submetidos ao estimulo séptico moderado
mostraram 90% de sobrevida 12 horas apo6s a inducdo da sépsis. Apds 24 horas, tempo
definido como periodo de estudo, a porcentagem de sobrevida dos animais do grupo ESM foi
de 80%, declinando progressivamente para 50% ao fim do periodo de 72 horas. Os animais
submetidos ao estimulo séptico grave apresentaram 70% de mortalidade 12 horas apos a
inducdo da sépsis, 90% apds 24 horas e permaneceram com essa porcentagem até o final do

periodo de observacao, 72 horas.
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Figura 2. Sobrevida dos animais apds a cirurgia de ligacdo e perfurac¢do do ceco. Os dados
mostram a porcentagem de sobrevida dos animais submetidos a falsa cirurgia (sham), ao estimulo
séptico moderado (ESM) e ao estimulo séptico grave (ESG). A sobrevida dos animais foi
acompanhada diariamente por um periodo de 72 horas ap6s a indugdo da sépsis (n=10). Os resultados
sdo representativos de trés experimentos independentes.



Contagem de bactérias no lavado peritoneal e no sangue

A avaliag@o do clearance bacteriano foi realizada 6 horas apés a indugdo dos diferentes
estimulos sépticos. A figura 3 mostra o nimero de bactérias presentes na cavidade peritoneal e
no sangue dos animais submetidos a sépsis polimicrobiana. Os animais do grupo ESM
apresentaram uma pequena quantidade de bactérias na cavidade peritoneal (Figura 3A) nao
mostrando diferenga significativa quando comparados aos animais do grupo falso-operado.
Entretanto, nos animais do grupo ESG o numero de bactérias encontrado na cavidade
peritoneal foi alto, superior aos valores observados no grupo ESM. A figura 3B mostra o
numero de bactérias presentes no sangue dos animais submetidos aos diferentes estimulos. Os
animais do grupo ESM exibiram bacteremia leve, ndo diferindo estatisticamente dos valores
encontrados nos animais falso-operados. Ja os animais do grupo ESG apresentaram um
elevado nimero de bactérias no sangue quando comparados aos animais do grupo ESM e do

grupo falso-operado, indicando deficiéncia no controle do foco infeccioso.
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Figura 3. Contagem de bactérias no lavado peritoneal e no sangue. O nimero de bactérias no
lavado peritoneal (A) e no sangue (B) foi quantificado 6 horas apés a indugdo da sépsis
polimicrobiana, nos animais do grupo falso-operado (sham), submetidos ao estimulo séptico moderado
(ESM) e grave (ESG). O namero 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 sdo expressos
como o numero de unidades formadoras de colonias (CFU) por mililitro de amostra (n=5) e sdo
representativos de dois experimentos independentes.



Quantificagao de citocinas e quimiocinas

Os niveis de TNF-a ¢ MIP-1a foram determinados no lavado peritoneal e no soro dos
animais 6 horas apods a induc¢do da sépsis polimicrobiana (Figura 4). Os niveis de TNF-a no
lavado peritoneal e no soro dos animais do grupo ESM nao foram estatisticamente diferentes
dos valores encontrados nos animais do grupo falso-operado. Entretanto, nos animais do grupo
ESG, as concentragcdes de TNF-a, tanto no lavado peritoneal quanto no soro foram muito
acentuadas se comparadas aos valores encontrados nos grupos ESM e falso-operado. Os niveis
de MIP-1a no lavado peritoneal dos animais do grupo ESM foram significativamente maiores
quando comparados aos animais falso-operados, enquanto os niveis séricos dessa quimiocina
ndo diferiram entre si. As concentragcdes de MIP-1a., 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. Quantificacido de citocinas e quimiocinas no lavado peritoneal e soro apo6s inducio da
sépsis. As concentra¢des de TNF-a (A, B) e MIP-1a (C, D) foram avaliadas no lavado peritoneal e no
soro dos animais falso-operados (sham), submetidos a sépsis moderada (ESM) e grave (ESG), 6 horas
apos a cirurgia. Os dados mostram um aumento significativo de TNF-a e MIP-1a no lavado peritoneal
e no soro dos animais do grupo ESG se comparados aos demais grupos ESM e sham. Os resultados sao
expressos em picogramas por mL (n=5) e sdo representativos de dois experimentos independentes.



Avaliagcao da pressao arterial média

A figura 5 mostra o valor médio da pressdo arterial (mmHg) dos animais submetidos aos
diferentes estimulos sépticos. Nos periodos experimentais de 0, 6, 12 e 24 horas apos a
inducdo de sépsis, a artéria cardtida dos camundongos foi canulada e foram realizados os
registros de pressao arterial média nos animais falso-operados, submetidos a sépsis moderada

e a sépsis grave.

O primeiro registro da pressdo arterial média foi realizado no tempo 0 (zero) do
experimento, imediatamente apds a inducdo 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 apo6s a inducdo da sépsis, a pressao
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 periodo. A proxima avaliacdo, realizada 12 horas apos a
inducdo da sépsis, mostrou uma reducdo significativa da pressdo 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 periodo de avaliagdo, 24 horas apos a indugdo da sépsis polimicrobiana, a pressao
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
pressdo arterial média dos animais do grupo ESG permaneceu em niveis muito baixos sendo

registrados valores de 65,86 + 23,02 mmHg.
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Figura 5. Curva da pressao arterial media apdés a inducao de sépsis. O valor médio da pressdo
arterial carotidea foi avaliado 0, 6, 12 e 24 horas apos falsa cirurgia (sham) ou inducdo dos estimulos
sépticos: moderado (ESM) e grave (ESG). Os resultados sdo expressos em unidade de medida de
pressao (mmHg) e sdo representativos de trés experimentos independentes. Foram utilizados de 6 a 10
animais por grupo em cada periodo de avaliacdo.



Analise histopatoldgica das alteragoes estruturais do miocardio

A andlise histopatoldgica do tecido cardiaco dos animais do grupo ESG 12 horas apos a
indugdo da sépsis polimicrobiana ndo apresentou alteragdes morfologicas relevantes, visiveis
ao microscopio optico (dados ndo mostrados). Entretanto, 24 horas ap6s a inducdo da sépsis,
no miocardio dos animais do grupo ESG observou-se a formagdo de focos difusos de
miocitélise (Figura 6) e presenca de edema, quando comparado ao miocardio dos animais
falso-operados. Nao foi detectada a presenca de infiltrado inflamatério no miocardio dos

animais do grupo ESG em nenhum dos periodos avaliados.

As alteragdes estruturais ocorridas no miocardio durante a sépsis puderam ser
observadas em maiores detalhes quando o tecido cardiaco dos animais do grupo falso-operado
e ESG foram submetidos a técnica de microscopia Optica de alta resolugdo (metacrilato). Sao
mostrados apenas os resultados obtidos 24 horas ap6s a inducdo da sépsis grave (Figura 7),

onde a formacao dos focos de miocitdlise e a presenca de edema se tornam mais evidentes.



Figura 6. Analise histopatolégica do miocardio dos animais falso-operados e submetidos a sépsis
grave (material incluido em parafina). O miocardio dos animais do grupo sham (painel superior) e
ESG (painel inferior), 24 horas pds a indugdo de sépsis, foram corados com hematoxilina e eosina e
analisados ao microscopio Optico. As setas indicam a formacdo de focos difusos de miocitdlise no
miocardio do ventriculo esquerdo dos animais do grupo ESG. Resultados representativos de trés
experimentos realizados separadamente. As barras indicam 50 pm em aumento de 400x.



Figura 7. Analise histopatolégica do miocardio dos animais falso-operados e submetidos a sépsis
grave (material incluido em metacrilato). O miocardio dos amimais do grupo sham (painel superior)
e ESG (painel inferior), 24 horas pos a inducdo de sépsis, foram submetidos & microscopia optica de
alta resolugdo (metacrilato). A formagdo dos focos de miocitolise ¢ a presenca de edema tornam-se
mais evidentes no miocardio séptico. Resultados representativos de trés experimentos realizados
separadamente. As barras indicam 50 pm em aumento de 400x.



Avaliagao morfométrica das células miocardicas

A figura 8 A mostra os resultados da avaliacdo morfométrica das células miocardicas do
ventriculo esquerdo, realizada 12 horas apds a indugdo da sépsis. Os resultados demonstraram
que os cardiomidcitos dos animais do grupo ESG apresentaram um discreto aumento no
diametro quando comparado aos animais do grupo ESM e falso-operado. As células do
miocardio dos animais do grupo ESG encontravam-se aproximadamente 10,03% maiores que
os cardiomiocitos dos animais do grupo ESM e 16,42% maiores que as células dos animais
falso-operados. Apds 24 horas do estimulo séptico, os didmetros dos cardiomidcitos dos
animais do grupo ESG encontravam-se visivelmente maiores, se comparados aos
cardiomidcitos dos animais do grupo ESM e falso-operado, indicando aumento do edema
intracelular (figura 8B). Os diametros dos cardiomidcitos dos animais submetidos a sépsis
grave encontravam-se aproximadamente 21,15% maiores que os cardiomidcitos dos animais

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

O grafico "box and whisker plot” (figura 8) mostra o conjunto de todos os dados, sendo
particularmente util para comparar diversos grupos. O grafico se estende acima do box
mostrando os maiores valores obtidos e¢ abaixo do box mostrando os menores valores
(relacionado a escala de quartis). A barra transversal no box indica a mediana dos valores. As

linhas de cada extremidade representam os pontos 0s mais remotos.

Quando todos os valores obtidos na analise morfométrica das células miocardicas do
ventriculo esquerdo, 12 e 24 horas ap6s a indugdo da sépsis, sdo colocados em um grafico de
distribui¢do de freqiiéncia pode-se observar claramente um desvio a direita dos valores dos
didmetros dos miocitos no grupo ESG, se comparados aos valores dos grupos ESM e falso-

operado. Esse desvio torna-se mais acentuado 24 horas apds a inducdo da sépsis (Figura 9).
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Figura 8. Diametro das células miocardicas dos animais falso-operados e submetidos aos
diferentes estimulos sépticos. Nota-se um aumento do didmetro das células miocardicas do ventriculo
esquerdo dos animais do grupo ESM e ESG, 12 (A) e 24 (B) horas apds a indugdo de sépsis. Os
resultados sfo expressos em micrOmetros (um) e sdo representativos de dois experimentos
independentes. Foram utilizados 6 animais por grupo em cada periodo de avaliagao.
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Figura 9. Distribuicdo de freqiiéncia dos valores do didmetro das células miocardicas do
ventriculo esquerdo dos animais falso-operados e submetidos aos diferentes estimulos sépticos.
Observa-se um desvio a direita dos valores nos animais do grupo ESG, 12 (A) e 24 (B) horas apés a
inducdo da sépsis, caracterizando o aumento do diametro das células miocardicas desses animais em
comparagao aos demais grupos.



Analise ultra-estrutural do miocardio

O estudo ultra-estrutural revelou que o miocardio dos animais falso-operados era
indistingiiivel do esperado para o musculo cardiaco de mamiferos (Moore et al., 1957, Rossi et
al., 1980, Severs et al., 2000) (Figura 10A). O miocérdio dos animais com sépsis grave (Figura
10 B, C e D) apresentou alteracdes significativas: fragmentacao e desorientagdo de miofibrilas,
edema intermiofibrilar, alteragdes mitocondriais caracterizadas por tumefagdo e diminui¢do da
densidade da matriz, formacdo de bandas de contratura e ruptura do sarcolema de

cardiomidcitos.



Figura 10. Alteragoes ultra-estruturais miocardicas na sépsis induzida por CLP. O miocardio
ventricular dos animais falso-operados ndo apresentou alteragdes em sua estrutura miofibrilar (A). Ao
contrario, os animais do grupo ESG, 24 horas ap6s a inducdo da sépsis apresentaram (B) fragmentacao
e desorientacdo das miofibrilas com presenca de edema intermiofibrilar, (C) tumefa¢do mitocondrial
com diminui¢do da matriz e bandas de contratura, (D) ruptura do sarcolema e formagdo de bandas de
contratura. A fragmentagdo das miofibrilas e a ruptura do sarcolema esta indicada pelas setas pretas,
edema intermiofibrilar (*), niicleo (nu), miofibrila (mf), mitocondria (mi) ¢ banda de contratura (bc)
estdo indicados por letras e simbolos. Em A, a barra indica 2 um, em B, C e D, as barras indicam 3
pm.



4.2 As juncdes celulares na sépsis induzida por CLP

As fibras musculares cardiacas sdo formadas por muitas cé€lulas individuais, conectadas
entre si pelos discos intercalares. Considerando o fato das membranas celulares se fundirem
umas as outras de modo a formar jun¢des comunicantes permedaveis, permitindo a difusdo e a
movimentagdo relativa de ions e pequenas moléculas ao longo dos eixos longitudinais das
fibras cardiacas, pode-se afirmar que a ruptura das proteinas que formam os discos intercalares
poderia causar cardiomiopatias e outras mudancas que poderiam ser fatais. (Perriard et al.,
2003). Desse modo, nessa fase do estudo avaliamos o remodelamento dos discos intercalares
através da andlise qualitativa e quantitativa da expressao das proteinas conexina-43 (principal
proteina constituinte das gap junctions) e N-caderina (principal proteina constituinte das

jungdes aderentes) envolvidas com a formagao dos discos intercalares.

Avaliagao do perfil de expressao de conexina-43

Como mostrado na figura 11A, imagem representativa da analise qualitativa da
intensidade de imunofluorescéncia para conexina-43 no miocardio do ventriculo esquerdo de
animais falso-operados (painel superior esquerdo) e submetidos a sépsis grave (painel superior
direito), a marcacdo fluorescente foi claramente identificada nos pontos de aposicao
intercelular. Apés a andlise das seccdes imunofluorescentes coradas com anticorpo anti-
conexina-43 foi observada a reducdao acentuada do sinal fluorescente no miocardio do
ventriculo esquerdo dos animais do grupo ESG, enquanto o miocardio dos animais falso-
operados apresentou marcacdo abundante para essa proteina. A analise da area média (em
porcentagem) e da intensidade de fluorescéncia (densidade oOptica expressa em unidades
arbitrarias, DO) de conexina-43 no miocardio do ventriculo esquerdo dos animais submetidos
a sépsis grave (1,18% £ 0,20% e 9,8 = 0,76 DO, respectivamente) foi fortemente reduzida
quando comparada aos valores observados no miocardio dos animais falso-operados (2,25% +
0,21% e 16,04 = 0,78 DO, respectivamente). Os dados mostram uma redugdo de
aproximadamente 47,5% de area marcada (Figura 11B) e 40% de intensidade de fluorescéncia

(Figura 11C) no miocardio do ventriculo esquerdo dos animais do grupo ESG.



A andlise quantitativa por imunoblotting foi realizada no lisado de proteinas do
miocardio dos animais controle e sépticos para estimar a quantidade relativa de conexina-43
em relagdo a quantidade total de proteinas. A Figura 12 mostra a quantidade de conexina-43
com valores expressos em unidades arbitrarias (UA), 24 horas apods inducdo da sépsis
polimicrobiana. Os niveis de conexina-43 encontrados no tecido cardiaco dos animais do
grupo ESG (658,90 + 14,80 UA) foram significativamente reduzidos quando comparados aos
valores encontrados no miocardio dos animais submetidos ao estimulo séptico moderado

(1420,00 + 34,15 UA) e a falso-operados (1380,00 = 75,24 UA).
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Figura 11. Analise imunofluorescente de conexina-43 no miocardio de animais falso-operados e
submetidos a sépsis grave. Em (A), foto representativa da microscopia de fluorescéncia para
conexina-43 no miocardio do ventriculo esquerdo dos animais do grupo sham (painel esquerdo) e ESG
(painel direito). A coloracdo verde (FITC) indica a presenca conexina-43 e a coloracdo vermelha
(Texas Red) indica presenca de actina. A area média (%) e a intensidade de fluorescéncia (DO) de
conexina-43 no miocardio dos animais do grupo ESG foram fortemente reduzidas em relagdo aos
animais sham (B e C, respectivamente). Nos painéis de imunofluorescéncia as barras indicam 50 pm
em aumento de 400x.
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Figura 12. Analise do perfil de expressao de conexina-43 por Western blotting no miocardio dos
animais falso-operados e submetidos aos diferentes estimulos sépticos. Observa-se claramente a
reducdo nos niveis de conexina-43 no miocardio dos animais submetidos ao estimulo séptico grave
(ESG) em relagdo aos animais do grupo ESM e falso-operados (sham), 24 horas apoés a cirurgia. Os
resultados (n=6) sdo expressos em unidades arbitrarias (UA).



Avaliagao do perfil de expressao de N-caderina

A analise qualitativa da expressdo de N-caderina no miocardio do ventriculo esquerdo
dos animais falso-operados mostrou uma imunorreatividade amplamente distribuida. O sinal
fluorescente foi observado em forma de particulas reativas, constituindo linhas orientadas
transversalmente nas regides citoplasmaticas de juncdo célula-célula (Figura 13A, painel
superior esquerdo). Nos animais sépticos (ESG) a marcagdo para N-caderina foi
moderadamente reduzida, em algumas areas de juncdo celular foram relatadas falhas na
marcacdo fluorescente para N-caderina indicando a perda dessa proteina (Figura 13A, painel

direito).

A andlise de N-caderina no tecido mostrou que os niveis de sinal fluorescente foram
significativamente reduzidos no miocardio do ventriculo esquerdo dos animais do grupo ESG,
se comparados aos animais falso-operados que apresentaram intensa marcagdo para N-
caderina. A andlise da area média (Figura 13B) e da intensidade de fluorescéncia (Figura 13C)
de N-caderina no miocardio do ventriculo 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 miocardio dos animais falso-operados (2,72% % 0,95% e 27,27 £ 4,17
DO, respectivamente). Os dados mostram uma redugdo de aproximadamente 58% de area
marcada (%) e 32% de intensidade de fluorescéncia (DO) no miocardio do ventriculo

esquerdo dos animais do grupo ESG.

A figura 14 mostra a quantificagdo de N-caderina por imunoblotting realizada de forma
semelhante a conexina-43. Observa-se nesse grafico reducdo significativa nos niveis de N-
caderina em ambos os grupos; ESM (798,20 = 74,92 UA) e ESG (660,60 £+ 146,30 UA) em
comparagdo aos valores encontrados para os animais falso-operados (1424,00 + 487,60 UA).
Esses dados confirmam a diminui¢do da expressdo N-caderina avaliada por

imunofluorescéncia.
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Figura 13. Analise imunofluorescente de N-caderina no miocardio de animais falso-operados e
submetidos a sépsis grave. Em (A), foto representativa da microscopia de fluorescéncia para N-
caderina miocardio do ventriculo esquerdo dos animais do grupo sham (painel esquerdo) e ESG (painel
direito). A coloracdo verde (FITC) indica a presenca de N-caderina e a colora¢ao vermelha (faloidina -
AlexaFluor 568) indica presenca de actina. Em B e C, respectivamente, observa-se uma redugdo
acentuada nos valores de area média (%) e intensidade de fluorescéncia (DO) para N-caderina no
miocardio dos animais do grupo ESG em relagdo aos animais falso-operados (sham). Nos painéis de

imunofluorescéncia as barras indicam 50 pm com aumento de 400x.



P<0.05

2000- 005
< ]
3 4
5 1500-
£ ]
® |
=]
] i
2 | NS
1
<~ 1000-
2 i
= ] ———
O
m -
°
; ]
S 500-
c i
[}
g ]
0 T I
Sham ESM ESG

116 kDa Sl s

SHAM ESM ESG

Figura 14. Analise do perfil de expressao de N-caderina por Western blotting no miocardio dos
animais falso-operados e submetidos aos diferentes estimulos sépticos. Observa-se um decréscimo
acentuado nos niveis de N-caderina no miocardio dos animais submetidos ao estimulo séptico grave
(ESG) e moderado (ESM), se comparados aos animais do grupo falso-operado (sham), 24 horas apos a
cirurgia. Os resultados (n=6) sdo expressos em unidades arbitrarias (UA).



Analise ultra-estrutural dos discos intercalares

A analise ultra-estrutural do miocéardio dos animais falso-operados e submetidos a sépsis
grave foi realizada para verificar a presenga de possiveis alteragdes nos discos intercalares 24
horas apds a indugdo de sépsis. A analise dos fragmentos do miocardio do ventriculo esquerdo
dos animais falso-operados mostrou em maiores detalhes a ultra-estrutura do cardiomiocito,
evidenciando os discos intercalares onde foi possivel identificar que as regides das gap
junctions (GJ) e das jungdes aderentes fascia adherens (FA) ndo apresentavam alteragdes
estruturais. Entretanto, a analise dos coragdes sépticos mostrou que aproximadamente 30 a
50% (andlise subjetiva) dos discos intercalares dos miocitos cardiacos dos animais do grupo

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



Figura 15. Deiscéncia das gap junctions e jungdes aderentes nos coragoes sépticos. Os discos
intercalares no miocardio dos animais falso-operados ndo apresentaram alteragdes estruturais (A, B).
Em contraste, os discos intercalares do miocardio ventricular esquerdo dos animais do grupo ESG
apareceram parcialmente deiscentes ou separados (C, D). As gap junctions estdo indicadas pelas
cabegas de seta pretas, as jungOes aderentes sdo indicadas pelas cabecas de seta brancas e os
desmossomos sdo indicados pelas setas. Em A e C, a barra indica 2 um, em B ¢ D, a barra
indica 0,5 pm.



4.3 O aparelho contrétil e suas conexfes com a matriz extracelular

O tecido muscular tanto cardiaco quanto esquelético é caracterizado pela propriedade de
contragdo e distensdo de suas células. Durante esse processo, a maquinaria contratil interna do
midcito deve permanecer intimamente conectada & membrana celular e a matriz extracelular.
Sem essa associagdo, os movimentos poderiam ser transmitidos inadequadamente e os
miocitos sofreriam sérios riscos de lesdes em suas membranas (Hein et al., 2000). Sendo
assim, a partir desse ponto focaremos as estruturas do aparelho contratil e de ancoragem do
sistema miofilamentar — distrofina ¢ o complexo de glicoproteinas associadas a distrofina

(CGD) — com a matriz extracelular, representada pela laminina-o.2.

Avaliacao do perfil de expressao de actina e miosina

O padrao de expressdo das proteinas de contragdo muscular, actina e miosina, foram
distintos entre os grupos dos animais falso-operados e submetidos a sépsis polimicrobiana. A
analise das sec¢des imunofluorescentes do miocardio do ventriculo esquerdo dos animais
falso-operados mostrou o sinal fluorescente para actina (Figura 16, painel superior) e miosina
(Figura 17, painel superior) distribuido regularmente através das células musculares cardiacas.
Por outro lado, no tecido cardiaco dos animais sépticos (ESG), a localizagdo do sinal
fluorescente para actina (Figura 16, painel inferior) e miosina (figura 17, painel inferior) foi
desordenada e difusa com redu¢do da expressio de miosina no tecido, indicando um
desarranjo da estrutura dos sarcomeros. Em algumas células, a marcagdo fluorescente para
miosina e actina foi perdida, mostrando “falhas” na continuidade das proteinas contrateis do
miocérdio ou colapso da estrutura miofilamentar cardiaca. Essas caracteristicas correspondem
a formacdo de focos difusamente espalhados de ruptura das moléculas de actina e miosina,

representando a lise focal dos miofilamentos.
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Figura 16. Anailise imunofluorescente (confocal) de actina no miocardio dos animais falso-
operados e submetidos a sépsis grave. A marcacdo fluorescente verde (FITC) indica presenga de
actina sarcomérica no tecido cardiaco de animais falso-operados (painel superior) e submetidos ao
estimulo séptico grave (painel inferior). Nota-se a desorganizacdo do padrao de expressdo de actina no
miocardio dos animais sépticos com ruptura da estrutura miofilamentar, se comparado ao tecido dos
animais falso-operados. Resultados representativos de trés experimentos realizados separadamente. As
barras indicam 50 um em aumento de 400x.
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Figura 17. Analise imunofluorescente (confocal) de miosina no miocardio dos animais falso-
operados e submetidos a sépsis grave. A marcacao fluorescente verde (FITC) indica presenca de
miosina no tecido cardiaco de animais falso-operados (painel superior) e submetidos ao estimulo
séptico grave (painel inferior). Observa-se a reducdo da expressdo de miosina no tecido com formagao
de focos difusamente espalhados de ruptura dessa molécula, representando a lise focal dos
miofilamentos (seta). Resultados representativos de trés experimentos realizados separadamente. As
barras indicam 50 pm em aumento de 400x.



Avaliacao do perfil de expressao de distrofina

Como mostrado na figura 18A, imagem representativa da analise qualitativa da
intensidade de imunofluorescéncia para distrofina, no miocéardio do ventriculo esquerdo de
animais do grupo falso-operado (painel esquerdo) e do grupo ESG (painel direito), a marcagado
fluorescente foi visivelmente identificada logo abaixo do sarcolema, delimitando a face interna
da membrana plasmatica. Apos a analise das sec¢des coradas com anticorpo anti-distrofina foi
observada uma reducdo acentuada do sinal fluorescente no tecido cardiaco dos animais do
grupo ESG se comparado aos animais falso-operados que mostraram marcacao abundante para

essa proteina.

De acordo com a figura 18A, a andlise da intensidade de fluorescéncia (figura 18B) e a
mensuragdo da propor¢do de area média ocupada pela marcagdo fluorescente para distrofina
(figura 18C) mostraram-se significativamente reduzidas no miocardio dos animais submetidos
ao estimulo 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 reducdo de aproximadamente 40% de area marcada (%) e 41%
de intensidade de fluorescéncia (DO) no miocardio do ventriculo esquerdo dos animais do

grupo ESG em relagdo aos animais falso-operados.

A andlise quantitativa por imunoblotting foi realizada no miocéardio dos animais falso-
operados e submetidos aos diferentes estimulos sépticos. A Figura 19 mostra a quantidade de
distrofina em unidades arbitrarias (UA) 24 horas apds a indugdo da sépsis. Os niveis de
distrofina encontrados no tecido cardiaco dos animais do grupo ESG (2812,0 £ 351,9 UA)
foram significativamente reduzidos quando comparados aos valores encontrados no miocéardio
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 analise por imunofluorescéncia (Figura 18A)
onde observamos uma diminui¢do na expressdao de distrofina no tecido cardiaco dos animais

submetidos ao estimulo séptico grave (ESG).

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

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



esquerdo dos animais falso-operados observamos um padrdo uniforme de distribuicdo de
distrofina ao longo da face interna da membrana celular e a presenca de albumina foi restrita
ao intersticio, proxima aos pequenos vasos. Ao contrario, no miocardio dos animais sépticos
(ESG) houve uma perda significativa da expressao de distrofina, com conseqiiente acumulo de
albumina no citoplasma das células demonstrando claramente a presenga de modificagdes na

permeabilidade celular dos cardiomidcitos.
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Figura 18. Analise imunofluorescente de distrofina no miocardio de animais falso-operados e
submetidos a sépsis grave. Em (A), foto representativa da microscopia de fluorescéncia para
distrofina no miocardio do ventriculo esquerdo dos animais do grupo sham (painel esquerdo) ¢ ESG
(painel direito). A coloracdo verde (FITC) indica a presenga de distrofina e a coloragdo vermelha
(faloidina — AlexaFlour 568) indica presenca de actina. A area média (%) e a intensidade de
fluorescéncia (DO) de distrofina no miocardio dos animais do grupo ESG foram fortemente reduzidas
em relacdo aos animais sham (B e C, respectivamente). Nos painéis de imunofluorescéncia as barras
indicam 50 pm em aumento de 400x.
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Figura 19. Analise do perfil de expressdo de distrofina por Western blotting no miocardio dos
animais falso-operados e submetidos aos diferentes estimulos sépticos. Nota-se claramente a
reducdo nos niveis de distrofina no miocardio dos animais submetidos ao estimulo séptico moderado
(ESM) e grave (ESG) em relacdo aos animais do grupo falso-operado (sham), 24 horas apds a cirurgia.
Os resultados (n=6) sdo expressos em unidades arbitrarias (UA).
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Figura 20. Analise imunofluorescente da expressio de albumina e distrofina no miocardio dos
animais falso-operados e submetidos a sépsis grave. Observa-se uma perda significativa da
expressao de distrofina (em vermelho — Texas Red), com conseqiiente acumulo de albumina (em
verde — FITC) no citoplasma das células cardiacas dos animais do grupo ESG em relagdo aos animais
falso-operados (sham), demonstrando claramente a presenca de alteracdes na permeabilidade celular
dos cardiomiocitos. Nos painéis de imunofluorescéncia as barras indicam 50 um em aumento de 400x.



Avaliacao do perfil de expressao de B-distroglicana

Como mostrado na figura 21A, a reacdo de imunofluorescéncia para B-distroglicana
mostrou uma imunorreatividade amplamente distribuida nas amostras de miocardio dos
animais falso-operados. O sinal fluorescente foi identificado ao longo da membrana

citoplasmatica, uma vez que a B-distroglicana ¢ uma proteina estrutural de membrana.

A andlise quantitativa das sec¢des imunofluorescentes mostrou uma redugdo moderada
do sinal fluorescente no miocardio do ventriculo esquerdo dos animais do grupo ESG,
enquanto os animais falso-operados apresentaram marcacdo abundante para essa proteina. A
avaliacdo da area média (em porcentagem) e da intensidade de fluorescéncia (DO) para f-
distroglicana no miocéardio 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 reducdo de
aproximadamente 21% de area marcada e 23% de intensidade de fluorescéncia no miocardio

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

As concentragdoes relativas de [-distroglicana foram mensuradas em relagdo a
quantidade total de proteina. A figura 22 mostra a quantidade de B-distroglicana com valores
expressos em unidades arbitrarias (UA) 24 horas apos a indug@o da sépsis polimicrobiana. Os
niveis de B-distroglicana avaliados no miocardio dos animais do grupo ESG (2272,0 + 240,60
UA) foram significativamente diminuidos 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 estimulo séptico moderado ndo apresentaram reducdo nos niveis de proteina

quando comparados aos controles.
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Figura 21. Analise de imunofluorescéncia de pB-distroglicana no miocardio de animais falso-
operados e submetidos a sépsis grave. Em (A), foto representativa da microscopia de fluorescéncia
para B-distroglicana no miocardio do ventriculo esquerdo dos animais do grupo sham (painel esquerdo)
e ESG (painel direito). A coloracdo verde (FITC) indica a presenca B-distroglicana ¢ a coloragdo
vermelha (faloidina — AlexaFluor 568) indica presenca de actina. A area média (%) e a intensidade de
fluorescéncia (DO) de p-distroglicana no miocardio dos animais do grupo ESG reduziu
moderadamente em relagdo aos animais sham (B e C, respectivamente). Nos painéis de
imunofluorescéncia as barras indicam 50 um em aumento de 400x.
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Figura 22. Analise do perfil de expressao de B-distroglicana por Western blotting no miocardio
dos animais falso-operados e submetidos aos diferentes estimulos sépticos. Nota-se a redu¢do nos
niveis de B-distroglicana no miocardio dos animais submetidos ao estimulo séptico grave (ESG) em
relacdo aos animais do grupo ESM e falso-operados (sham), 24 horas apos a cirurgia. Os resultados
(n=6) sdo expressos em unidades arbitrarias (UA).



Avaliacao do perfil de expressao de laminina-a.2

A caracterizagdo e a imunolocalizagdo de laminina-a2 (merosina) (Figura 23A) foram
realizadas no miocardio dos animais falso-operados e submetidos a sépsis grave. O sinal
fluorescente no miocardio dos animais falso-operados foi visivelmente identificado na matriz
extracelular, delimitando a regido externa da membrana basal dos cardiomidcitos (painel
esquerdo). A indugdo de sépsis grave levou a uma redug¢do na imunorreatividade para esta

molécula (painel direito).

A analise quantitativa do sinal fluorescente nas sec¢des coradas com anticorpo anti-
laminina-a2 mostrou que a reducdo nos niveis dessa proteina no tecido cardiaco dos animais
submetidos a sépsis grave ndo foram acentuados (Figuras 23B e 23C). Tanto a avaliagdo da
porcentagem de area ocupada pela marcagdo fluorescente (%) quanto a intensidade de
fluorescéncia (DO) ndo apresentaram reducdo significativa de laminina-a2 no miocardio do
ventriculo esquerdo dos animais submetidos a sépsis grave (42,52% + 7,86% e 92,06 + 16,96
DO, respectivamente) se comparados aos valores encontrados no miocardio dos animais falso-

operados (46,20% + 5,45% e 113,5 + 4,73 DO, respectivamente).
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Figura 23. Analise imunofluorescente de laminina-o2 no miocardio de animais falso-operados e
submetidos a sépsis grave. Em (A), foto representativa da microscopia de fluorescéncia para
laminina-a.2 no miocéardio do ventriculo esquerdo dos animais do grupo sham (painel esquerdo) e ESG
(painel direito). A coloragdo verde (FITC) indica a presenca laminina-a2 e a coloracdo vermelha
(faloidina — AlexaFluor 568) indica presenca de actina. A area média (%) e a intensidade de
fluorescéncia (DO) de laminina-a2 no miocardio dos animais do grupo ESG e dos animais sham (B e
C, respectivamente) ndo apresentaram diferenca significativa. Nos painéis de imunofluorescéncia as
barras indicam 50 um em aumento de 400x.



5.DISCUSSAO

O modelo de sépsis induzido por ligacéo e perfuragdo do ceco

O modelo de sépsis induzido por ligacdo e perfuracdo do ceco (CLP) em roedores tem
sido amplamente utilizado para investigagdo de varios aspectos da sépsis e do choque séptico.
Esse modelo assemelha-se consideravelmente a situagdao clinica de perfuragdo intestinal,
incluindo a peritonite infecciosa devido ao extravasamento da flora intestinal para a circulagdo
sistémica a partir do foco séptico. Nesse modelo ¢ possivel padronizar, através da variagdo do
numero de furos e calibre da agulha utilizada, diferentes graus de intensidade e de evolugdo da
infec¢do (Hubbard et al., 2005). No presente estudo, os animais submetidos a sépsis grave
apresentaram altos indices de mortalidade durante todo o periodo analisado (72 horas). Em
comparac¢do, os animais submetidos ao estimulo séptico moderado apresentaram indices de
mortalidade menores, variando entre 90% de sobrevida em 12 horas e 50% em 72 horas. Os
camundongos do grupo ESG apresentaram indices de sobrevida de 10% nas primeiras 24
horas apods a inducdo da sépsis, em contraste com os 80% de sobrevida observados nos
animais do grupo ESM. Os animais falso-operados apresentaram 100% de sobrevivéncia
durante o periodo analisado.

Durante o processo infeccioso, uma complexa cascata de eventos ¢ iniciada apos a
invasdo do hospedeiro por microrganismos patogénicos (Medzhitov and Janeway, 2000).
Nesse contexto, os neutrdfilos possuem um papel crucial na defesa do hospedeiro, pois sdo as
primeiras cé¢lulas a migrarem para o sitio primario da infeccdo e sdao capazes de destruir os
microrganismos através da producdo de agentes bactericidas, incluindo espécies reativas do
oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) (Yamashiro et al., 2001). A migracdo dos neutrofilos do
sangue para o foco inflamatério ou infeccioso, envolve uma série de fases ordenadas e

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



tecidos. Alteragdes em uma dessas fases podem comprometer significativamente a migragao
normal dos leucécitos para o foco infeccioso que é extremamente importante para o controle
local do crescimento bacteriano e, por conseguinte, para a disseminagdo bacteriana.
Recentemente, Benjamim e colaboradores (2002) observaram que ha faléncia na migragdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal na sépsis grave induzida por CLP em ratos. Outro
estudo relatou que a mortalidade e a faléncia de migragdo dos neutréfilos dos animais
submetidos ao estimulo séptico grave foram revertidas pela associacdo de aminoguanidina
(AG), inibidor seletivo de NO (iNOS), com outros procedimentos terapéuticos, como lavagem
peritoneal ou a terapia antimicrobiana (Torres-Dueiias et al., 2006), sugerindo que a faléncia
da migracgao de neutrdfilos é fundamental para a evolugdo do processo séptico. Corroborando
com essa hipdtese, nossos resultados demonstraram que 6 horas apds a indugdo da sépsis
ocorre faléncia da migracao de neutréfilos para a cavidade peritoneal de animais submetidos a
sépsis grave em comparacdo com animais submetidos a sépsis moderada com indices de
migragdo elevados (dados ndo mostrados).

O clearance bacteriano é um pardmetro 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 sangiiinea, uma vez que a entrada desses produtos na circulagao
resulta na producgdo e liberacdo sistémica de varios mediadores pré-inflamatorios durante a
sépsis (Cavaillon et al., 2003). No presente estudo, avaliamos o clearance bacteriano 6 horas
apods a indugdo da sépsis. Nossos resultados mostraram que os animais do grupo ESG
apresentaram deficiéncia em controlar o foco infeccioso, o que foi evidenciado pelas culturas
positivas do lavado peritoneal e do sangue. O niimero 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 numeros de CFU, no exsudato e no sangue
foram muito baixos, ndo diferindo dos animais falso-operados.

Observamos em nossos resultados que o prejuizo na migracao dos neutréfilos para a
cavidade peritoneal observado nos animais do grupo ESG estd associado a um déficit no
controle do foco infeccioso, presenca de bactérias na corrente sangiiinea e altos indices de

mortalidade. Por outro lado, nos animais submetidos a sépsis moderada, a infec¢do bacteriana



restringiu-se a cavidade peritoneal, o recrutamento de neutréfilos ndo foi afetado e foram
observados altos indices de sobrevida nos animais desse grupo.

Durante a sépsis uma cascata de eventos imunologicos ¢ iniciada através do
reconhecimento de um ou mais componentes do microrganismo invasor, os quais estimulam a
liberagdo local e sist€émica de uma ampla gama de mediadores inflamatorios endogenos.
Dentre eles destacam-se as citocinas TNF-a e IL-1B e quimiocinas, como a proteina
inflamatoria de macrofagos-la (MIP-1a), quimiocina derivada de queratinocitos (KC,
homologa de IL-8 em murinos) e proteina inflamatoria de macrofagos-2 (MIP-2) (Bayston &
Cohen, 1990). Essas moléculas sdo essenciais para orientar o recrutamento ¢ a ativacao das
populacdes de leucdcitos para os tecidos infectados ou inflamados. Os leucdcitos recrutados
sdo cruciais na defesa e erradicacdo dos microrganismos invasores, mas durante a inflamagao
excessiva como ocorre na sépsis, ha producdo exacerbada de produtos antimicrobianos pelos
leucocitos o que contribui para lesdo tecidual e intensifica a inflamagdo, o que contribuiria
para a disfuncdo e faléncia de 6rgaos (Cavaillon et al., 2003). Estudos realizados em modelos
animais de endotoxemia (Redl et al., 1991) e em voluntarios humanos (Taveira et al., 1993,
Suffredini et al., 1995) detectaram concentracdes plasmaticas elevadas de, primariamente
TNF-a, seguida de IL-6 e IL-8 apos a injecdo de LPS bacteriano. Tais alteragdes em humanos
foram associadas ao mau prognostico dos pacientes sépticos. Niveis elevados de quimiocinas
também foram relatados no plasma de pacientes sépticos e em voluntarios humanos apos a
injecdo de LPS. Foram evidenciados altos niveis de MIP-1a e MIP-1B (O’Grady et al., 1999) ¢
proteina que promove atragdo de monocitos-1 e 2 (MCP-1 e MCP-2) (Bossink et al., 1995). A
producdo excessiva desses mediadores foi associada a um progndstico ruim na sépsis,
contribuindo para desativar os leucdcitos circulantes e limitar o seu recrutamento para o foco
inflamatorio (Cavaillon et al., 2003).

A avaliagdo dos niveis de expressdo de TNF-a obtidos do lavado peritoneal e do soro, 6
horas apds a indugdo da sépsis, foram significativamente altos nos animais do grupo ESG
quando comparados aos niveis encontrados nos animais dos grupos ESM e falso-operado. As
concentragdes dessa citocina nos animais do grupo ESM ndo foram significativamente

diferentes dos niveis observados nos animais falso-operados. A expressao da MIP-la no



lavado peritoneal e no soro, 6 horas apds a indugdo da sépsis, foi significativamente maior nos
animais do grupo ESG quando comparados aos animais dos grupos ESM e falso-operado. Os
niveis de MIP-1a no lavado peritoneal dos animais do grupo ESM foram mais elevados em
comparagdo com os valores obtidos nos animais falso-operados enquanto, os niveis de MIP-
la no soro, ndo foram diferentes dos valores observados nos controles.

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatéria que tem sido implicada na morbidade e
mortalidade associada ao choque séptico (Pittet et al., 1995, Walley et al., 1996). A patogénese
da disfungdo cardiaca tem sido fortemente atribuida aos efeitos miocardicos do TNF-a local
ou circulante (Kumar et al., 2001). Estudos in vitro e in vivo demonstraram que o TNF-a
produz efeitos depressores tanto precoces (Finkel et al., 1992, Walley et al., 1994, Sugishita et
al., 1999), quanto tardios (DeMeules et al., 1992) no miocardio. Resultados recentes do nosso
laboratorio demonstraram um aumento na expressdo de TNF-o. no miocardio de coragdes
sépticos humanos, onde observamos que a marcacdo foi localizada nos midcitos, nos
macrofagos intersticiais e nas células endoteliais e musculares lisas dos vasos (Rossi et al.,
2007). A depressao miocardica induzida pelo TNF-a envolve a atenuagdo da forca de
contracdo nos cardiomiocitos individuais através da diminuicdo da sensibilidade dos
miofilamentos ao calcio mediado pelos altos niveis de 6xido nitrico produzidos pela enzima
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) (DeMeules et al., 1992). De forma semelhante, o MIP-
la, membro da familia CC de quimiocinas, tem demonstrado exercer significante efeito
ativador e quimiotatico sobre os macréfagos (Standiford et al., 1993, Davatelis et al., 1988),
incluindo a liberagdo de TNF-a e, diferente de outros membros da familia, parece regular a
funcao de neutrofilos polimorfonucleares (Fahey et al., 1992).

Um crescente acimulo de evidéncias indica que os altos niveis de citocinas
inflamatorias e quimiocinas no sangue atuam mediando o colapso cardiovascular e a faléncia
de multiplos 6rgaos observados na sépsis grave (Walley et al., 1996, Hotchkiss e Karl, 2003).
A compreensdo dos mecanismos de atuagdo das citocinas inflamatorias e sua relagdo com a
lesao do miocéardio sdo extremamente importantes para pesquisa cardiovascular bdsica e
clinica. Nesse contexto, o TNF ¢ uma citocina pré-inflamatoria que tem sido implicada na

patogénese de doencas cardiovasculares, incluindo infarto agudo do miocardio, insuficiéncia



cardiaca cronica, aterosclerose, miocardite viral e disfuncdo cardiaca associada a 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 niveis sangiiineos de TNF-o nos
camundongos submetidos a sépsis grave foram superiores aos valores obtidos nos animais dos
grupos ESM e falso-operadoss, indicando o papel do TNF-a na disfungdo cardiaca na sépsis
grave. Embora inicialmente descrito apenas como um produto de macrofagos induzidos por
lipopolissacarideo (LPS), evidéncias mais recentes indicam que os proprios miocitos cardiacos
produzem quantidades substanciais de TNF-a 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 niveis circulantes de TNF-a com a gravidade da insuficiéncia cardiaca
cronica em pacientes e postularam que o TNF pode contribuir para a patogénese da
insuficiéncia cardiaca. De fato, o miocardio produz TNF por grama de tecido (em resposta a
endotoxina), tanto quanto o figado ou o bago, os quais possuem grandes populagdes de
macrofagos e sdo fontes importantes de TNF (Kapadia et al., 1995). Adicionalmente, nossos
resultados mostraram que os cardiomiocitos dos animais do grupo ESG apresentaram forte
marcagdo fluorescente para TNF-a, 24 horas apds a inducdo da sépsis, € que essa marcacao foi
distribuida por todo o tecido (dados nao mostrados). Kapadia e colaboradores (Kapadia et al.,
1995) demonstraram que a produ¢do de TNF no miocardio induzido por endotoxinas ¢ quase
uniformemente distribuido entre os cardiomiodcitos e os macrofagos residentes. Assim, a
produgdo local de TNF é uma fonte em potencial dessa citocina, podendo afetar a fungdo
miocardica durante a sépsis.

A indu¢do da sépsis por ligagdo e perfuracdo do ceco causou um decréscimo tempo-
dependente da pressdo arterial média nos animais sépticos, mais pronunciada nos animais do
grupo ESG. A pressdo arterial média foi significativamente reduzida nos camundongos dos
grupos ESG e ESM, tanto 6 horas (redugao de 54,3% e 28,2%, respectivamente) quanto 12
horas (59,7% e 27,3%, respectivamente) apos a inducdo da sépsis quando comparados aos
indices de pressao registrados nos animais falso-operados. Vinte e quatro horas apds a inducao
da sépsis, a pressdo arterial média dos camundongos do grupo ESG foi menor, quando

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



respectivamente) sendo que a pressdo arterial média dos animais falso-operados e submetidos
ao estimulo séptico moderado ndo apresentaram diferenca. Nossos resultados estdo de acordo
com os estudos realizados por Tao e colaboradores (2004) que demonstraram uma diminui¢ao
progressiva da pressdo arterial média e da resisténcia vascular periférica associada a uma
depressao na contratilidade miocardica de camundongos sépticos.

As variaveis analisadas 6 horas apods a indu¢do da sépsis, tais como a quantificacdo de
bactérias na cavidade peritoneal e no sangue e a mensuragao das citocinas locais e sistémicas,
foram avaliadas para caracterizar o processo séptico. Esses parametros representam os
primeiros efeitos da influéncia da indugdo da sépsis em niveis moleculares ou bioquimicos. As
variaveis analisadas 24 horas apos a CLP, tais como, a expressdo de conexina-43, N-caderina,
distrofina, p-distroglicana e laminina-a2, analisadas por Western blotting e
imunofluorescéncia e as altera¢des ultra-estruturais, representam conseqiiéncias morfologicas
da sépsis. Todas as influéncias da injliria e do estresse exerceram seus efeitos primeiramente
em niveis moleculares ou bioquimicos. H4 um retardo entre o estresse e as mudangas
morfoldgicas na injuria ou morte celular. A duragdo desse retardo varia de acordo com a
sensibilidade dos métodos usados para detectar tais mudancas. As alteracdes morfologicas no
presente estudo foram somente detectadas em periodo tardio do processo séptico, 24 horas
apos a injuria. Devido a marcante e persistente queda da pressdo arterial ser uma caracteristica
importante da sépsis/choque séptico, a medida da pressdo sangiiinea carotidea foi avaliada
durante todo o periodo do experimento: imediatamente apds a inducao dos estimulos sépticos

(tempo 0), 6, 12 e 24 horas apds a cirurgia.

Analise histopatoldgica e ultra-estrutural e alteracdes das proteinas contrateis
actina e miosina no miocéardio dos animais sépticos

No presente estudo, focalizamos as alteracdes morfoldgicas que ocorrem no tecido
cardiaco dos animais durante a sépsis induzida por CLP. Vinte e quatro horas apds a inducao
da sépsis grave, observam-se claramente a presenca de focos disseminados de miocitolise com
ruptura das proteinas miofilamentares actina e miosina. Essas mudancas ndo foram observadas

12 horas apds a cirurgia CLP (dados ndo apresentados), possivelmente porque nido houve



tempo suficiente para o aparecimento de alteragdes morfoldgicas visiveis. Avaliamos também
a presenca de edema intracelular no miocardio dos animais falso-operados e submetidos aos
diferentes estimulos sépticos, pois a presenca de tumefacdo celular poderia refletir
modifica¢des na permeabilidade sarcolemal (Coalson et al., 1975, Gotloib et al., 1992, Piper et
al., 1997). A indugdo da sépsis grave promoveu um aumento significativo do menor didmetro
das células miocardicas ventriculares dos animais do grupo ESG 24 horas apos a indugdo 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 infusdo de bactérias em primatas
nao humanos, observaram no miocardio desses animais a formacdo de edema no endotélio
capilar e acimulo de liquidos intra e extracelular, edema mitocondrial e deplecdo generalizada
de glicogénio apds a sépsis (Piper et al., 1997). Avaliando o impacto da sépsis sobre o tecido
cardiaco, Stahl e colaboradores observaram a presenga de ruptura miofibrilar em secgdes
histologicas do ventriculo esquerdo de cdes 4 dias ap6s a indugdo de sépsis peritoneal
Segundo esse autor, essa ruptura poderia estar associada a perda de miofilamentos protéicos
(Stahl et al., 1990). Em outro estudo, Mela e colaboradores (1974) relataram a presenga de
edema inter e intrafibrilar no miocardio ventricular de caes endotdxicos, e que essas alteragdes
na estrutura miofilamentar e no espaco interfibrilar poderiam contribuir para deprimir a fun¢do
cardiaca in vivo durante a sépsis. Alteragdes no espagamento entre as miofibras poderiam
ocorrer em fungdo da presenca de edema intracelular, o que poderia induzir decréscimo na
sensibilidade dos miofilamentos ao célcio e diminui¢do do desenvolvimento tensdo (Metzger e
Moss, 1988).

Adicionalmente, a avaliagdo da ultra-estrutura miocardica mostrou a presenga de
alteragdes significativas nas estruturas que compde as miofibrilas cardiacas e os discos
intercalares do miocardio dos animais submetidos ao estimulo séptico grave. Observamos o
aparecimento lesdes focais (uma célula lesada circundada por duas células normais) com
edema intermiofibrilar, fragmentagcdo e desorientagdo de miofibrilas, formagdo de bandas de
contratura e ruptura do sarcolema. Uma das “marcas registradas” da sépsis/choque séptico ¢ a

presenga de microcirculacdo disfuncional que produz distarbios no fluxo regional e



oxigenagdo anormal dos tecidos, o que pode causar isquemia relativa em varios 6rgaos,
incluindo o coragdo (Hinshaw 1996, Rossi & Santos 2003, Chagnon et al., 2006). A natureza
focal das lesdes sugere que a microcirculagdo poderia estar envolvida, isto €, o sitio primario
da doenga poderia ocorrer em nivel capaz de causar lise focal de miofilamentos em grupos

discretos de miocitos cardiacos, contribuindo dessa forma para a disfungdo cardiaca na sépsis.

A reducdo das proteinas das gap junctions e juncdes aderentes e o
remodelamento estrutural do disco intercalar no miocardio dos animais
sépticos

A disfuncdo miocardica tem sido observada em diferentes modelos animais de sépsis e
endotoxemia (Abel, 1989). Entretanto, os mecanismos celulares e moleculares que levam a
essa disfun¢do ainda ndao foram totalmente esclarecidos. Alteragdes na liberacdo de calcio
durante a contracdo muscular (Soulsby et al., 1978, Hess et al., 1980, Hess et al., 1981),
diminui¢do nos estoques energéticos (Hess et al., 1979, Adams et al., 1985), altas
concentragdes de oxido nitrico (Finkel et al., 1992, Brady et al., 1992) e algumas citocinas tais
como TNF-a (Odeh et al., 1993, Meldrum et al., 1998) tém sido postuladas como alguns dos
eventos que levariam a faléncia cardiaca durante a sépsis e o choque séptico. Outra
possibilidade seria que as comunicagdes intercelulares, mediadas pelas gap junctions estariam
alteradas durante a sépsis (Fernandez-Cobo et al., 1999). Esse fato foi recentemente
confirmado: demonstramos que h4 perda de proteinas importantes envolvidas no
remodelamento do disco intercalar durante a sépsis induzida por CLP (Celes et al., 2007).

Em nosso estudo, a indugcdo da sépsis grave em camundongos promoveu uma
diminui¢do significativa nos niveis de conexina-43, principal proteina constituinte das gap
junctions e de N-caderina, principal proteina das jun¢des aderentes. Tal resposta foi observada
24 horas apds a inducdo dos diferentes estimulos sépticos. A andlise da expressdo de
conexina-43 mostrou um decréscimo acentuado dessa proteina nos coragdes dos animais
submetidos a sépsis grave quando comparados aos valores encontrados nos animais dos
grupos ESM e falso-operado (redugdo de 52,3% e 53,6%, respectivamente). A expressdao de
conexina-43 nos coragdes dos animais dos grupos ESM e falso-operado foi similar.

Adicionalmente, a analise da expressdo de N-caderina mostrou uma diminui¢do acentuada nos



coracdes de ambos os grupos, ESG e ESM, em comparagdo com a expressdo dessa proteina
nos coragdes dos animais falso-operados (reducdo de 53,2% e 43,9%, respectivamente). A
analise das sec¢des imunofluorescentes indicou a perda de ambas, conexina-43 e N-caderina,
no ventriculo esquerdo dos animais do grupo ESG. Mais especificamente, a
imunofluorescéncia revelou que a area e a intensidade média (densidade optica) de ambas as
particulas reativas de conexina-43 e N-caderina estavam diminuidas nos discos intercalares. A
area média de conexina-43 diminuiu 47.5%, enquanto a intensidade de fluorescéncia diminuiu
38,9%. A area média de N-caderina reduziu 57,9%, enquanto a densidade optica reduziu
32,1%. Esses achados sugerem que a quantidade de conexina-43 nos canais das gap junctions
e de N-caderina nas juncdes aderentes estd reduzida nos coragdes sépticos.

De nosso conhecimento, esse ¢ o primeiro estudo demonstrando alteragdes na expressao
de conexina-43 e N-caderina no miocardio de animais sépticos. Uma depressdo significativa
nos niveis de mRNA para conexina-43 no miocardio de ratos apos endotoxemia induzida pela
injecdo de LPS ou apés isquemia regional/reperfusdo hepatica foi previamente demonstrada
(Fernandez-Cobo et al., 1999). Além disso, baseados em experimentos in vitro com linhagem
celular embriogénica de origem cardiaca (H9c2), estes autores sugeriram que os niveis
elevados de TNF-a detectados no soro de ratos tratados com LPS poderiam reduzir a atividade
promotora do gene de conexina-43 transfectados para essas células. A diminuicdo da
expressdo da conexina-43 nos coragdes de camundongos submetidos a sépsis grave pode ser
atribuida, pelo menos em parte, aos altos niveis séricos de TNF-a. Esse efeito pode contribuir
para a promocdo da depressdo cardiaca por TNF-a através da reducdo do acoplamento eletro-
quimico dos cardiomiécitos.

Outro fato importante observado foi a deiscéncia dos discos intercalares no miocardio
dos animais submetidos a sépsis grave. A deiscéncia das jungdes aderentes e das gap junctions
estaria relacionada a perda das moléculas de conexina-43 e N-caderina, uma vez que estas
proteinas s3o as mais abundantes e importantes componentes de tais estruturas (Kostetskii et
al., 2005). A redugdo nos niveis de conexina-43 poderia causar alteragdes na organizagao
estrutural das gap junctions devido a perda dos conexons, explicando a deiscéncia das gap

junctions observada no estudo ultra-estrutural e, desse modo, perturbar a comunicagao direta



entre duas células miocérdicas adjacentes nos coragdes dos animais sépticos. Quanto a
molécula de N-caderina, os niveis reduzidos dessa proteina no tecido cardiaco poderiam
alterar estruturalmente o “ziper” de adesdo das jungdes aderentes dos discos intercalares,
podendo dessa forma explicar a deiscéncia observada no estudo ultra-estrutural do disco
intercalar.

As conseqiiéncias funcionais dos nossos achados ndo estdo claras até o presente
momento, pois ndo sabemos se a perda de expressdo de conexina-43 e N-caderina localizadas
nos discos intercalares causaram comprometimento do acoplamento eletro-quimico e
mecanico entre as células miocardicas. No entanto, a ocorréncia de hipotensdo e choque
circulatorio em ratos sépticos sugere depressdo miocardica. Poder-se-ia argumentar que a
dilatacdo cardiaca provocada por outros mecanismos levaria ao remodelamento do disco
intercalar e, assim, precederia as alteracdes observadas. Todavia, os coragdes dos
camundongos do grupo ESG, 24 horas apods a indugdo da sépsis grave, ndo se apresentaram
dilatados em comparacdo aos falso-operados: a espessura da parede ventricular esquerda e a
area da camara do ventriculo esquerdo (seccdo coronaria média dos ventriculos) foram
semelhantes em ambos os grupos (dados ndo mostrados). Estudos anteriores demonstraram
que a perda difusa de conexina-43 no ventriculo de animais knock-out produziu um substrato
altamente arritmico com morte cardiaca subita e lentiddo da velocidade de condugdo (Gutstein
et al., 2001, Danik et al., 2004, van Rijen et al., 2004). A expressao reduzida de conexina-43
no miocardio ventricular foi demonstrada na faléncia cardiaca e em coragdes hipertrofiados ¢
isquémicos (Wang & Gerdes 1999, Peters et al., 1993). A isquemia miocardica leva a
desfosforilagdo da conexina-43 e a perda de sua localizacdo no disco intercalar, o que muito
provavelmente contribui para a faléncia cardiaca e as arritmias (Beardslee et al., 2000).

Nossos resultados mostram uma diminuigdo significativa na expressdo de N-caderina
nos coragdes dos camundongos submetidos a sépsis grave. Como as jungdes aderentes estdo
envolvidas na manutenc¢do das conexdes entre as fibras adjacentes do miocardio, a diminuicao
da expressio de N-caderina pode ter implicacio nas interacdes célula-célula e,
subseqiientemente, na altera¢do da acoplagem mecanica entre os cardiomidcitos (Zuppinger et

al, 2000). Estudos recentes, usando o miocardio adulto de animal knock-out condicionado para



N-caderina, mostraram que a perda completa de N-caderina resultou em subseqiiente
decréscimo de alguns componentes do disco intercalar, tais como a conexina-43, sugerindo
que a expressdao de conexina-43, de alguma forma, ¢ dependente da expressdo 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 miocardio de camundongos sépticos podem estar, de certa
forma, inter-relacionados: nossos dados mostram reducdo da expressdo de N-caderina nos
ventriculos dos animais do grupo ESG e ESM em contraste com a reduzida expressdo de
conexina-43 apenas nos ventriculos dos animais do grupo ESG, o que pode representar um

suporte adicional para essa hipotese.

O remodelamento do complexo de glicoproteinas associadas a distrofina no
miocardio dos animais sépticos

Os cardiomiocitos sao células especializadas em converter energia quimica em trabalho
mecanico, o que resulta em deformacdo das miofibrilas. O sistema contratil dentro das
miofibrilas estd intimamente conectado & membrana e a matriz extracelular através das
proteinas que compdem o complexo de glicoproteinas associadas a distrofina e a laminina,
sendo que qualquer interferéncia na estrutura e nas fungdes das mesmas pode acarretar a perda
de funcdo e a morte celular (Lapidos et al., 2004). Com base nesses dados, outro ponto
importante abordado em nosso estudo foi a avaliagdo do complexo de glicoproteinas
associadas a distrofina (CDG), cuja principal fungdo ¢ proporcionar forte ligagdo mecanica
entre o citoesqueleto intracelular, incluindo a maquinaria contratil, e a matriz extracelular
(Lapidos et. al., 2004), o que contribui para a manutencdo da forma celular, para a resisténcia
mecanica ¢ para a transducdo de forca contratil dos cardiomiocitos, permitindo a interagdo
entre o citoesqueleto intracelular, o sistema contratil propriamente dito e a matriz extracelular
(Hein et al., 2000; Kostin, 2000).

O presente estudo demonstrou uma sensibilidade diferente dos componentes do
complexo de glicoproteinas associadas a distrofina apds a indu¢do de sépsis por ligacdo e
perfuragdo do ceco. Particularmente, a imunofluorescéncia revelou que a distrofina, um

componente do citoesqueleto localizado logo abaixo da membrana, ¢ a mais sensivel entre as



estruturas que conectam a actina do citoesqueleto dos cardiomiocitos e a matriz extracelular
representada pela laminina. Além disso, os dados mostraram que ocorre dissolu¢do da actina
sarcomérica e da miosina como parte do processo de miocitédlise ou degeneragdo miofibrilar.
A andlise quantitativa do sinal fluorescente das moléculas de distrofina e B-distroglicana
revelou que a porcentagem de drea média e a intensidade de fluorescéncia de ambas estavam
diminuidas no miocardio séptico. A 4rea média ocupada pela distrofina diminuiu 40%,
enquanto a intensidade de fluorescéncia reduziu 41%. A area média de B-distroglicana reduziu
21% enquanto a intensidade de fluorescéncia reduziu 23%. Esses dados sugerem que a
quantidade de distrofina e B-distroglicana estd reduzida nos miocardios sépticos indicando a
possivel perda dessas proteinas. A quantificagdo de distrofina por imunoblotting revelou que a
indugdo da sépsis promoveu uma reducdo nos niveis de distrofina 24 horas apds a indugdo dos
diferentes estimulos sépticos. A expressdo de distrofina foi acentuadamente reduzida nos
coracdes dos animais do grupo ESG quando comparados aos valores obtidos nos animais dos
grupos ESM e falso-operado (reducdo de 40% e 50%, respectivamente). A expressdo de
distrofina nos coragdes dos camundongos do grupo ESM e falso-operado foram semelhantes.
Adicionalmente, a expressdo de [-distroglicana apresentou um decréscimo acentuado nos
coragdes dos animais do grupo ESG em comparacdo aos animais dos grupos ESM e falso-
operado (reducdo de 42% e 41%, respectivamente). Nossos achados sugerem que a reducio ou
auséncia de distrofina, no tecido cardiaco dos animais submetidos a sépsis grave pode ser um
indicativo de lesdo miocitolitica com perda de proteinas e conseqiiente desestabilizagdo do
midcito. Recentemente, demonstramos em nosso laboratdrio que a distrofina foi o componente
do complexo de glicoproteinas mais sensivel a lesdo miocardica 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 a matriz extracelular
através do complexo de glicoproteinas. Tem como fun¢do principal estabelecer uma ponte de
ligagdo para a transferéncia da forga mecanica gerada no sistema contratil a matriz extracelular
ou transmitir estimulo mecanico para o meio intracelular. Outra funcdo fisiologica da
distrofina € a de prevenir a expansdo excessiva do sarcolema durante a contracdo muscular (Xi

et al., 2000). Dessa maneira, a distrofina protege a célula do estresse mecanico o qual provoca



dano a integridade celular e prejudica o desempenho da funcdo contratil do coracdo
(Rybakova et al., 2000; Danialou et al., 2001). Um estudo recente demonstrou sensibilidades
diferentes das proteinas relacionadas @ membrana na isquemia miocardica experimental
através da ligadura da artéria coronaria esquerda em caes: a distrofina foi mais acometida do
que as demais proteinas transmembrana, distroglicanas, sarcoglicanas, sarcospana,
distrobrevina e sintrofina, e que a perda de ligagdo com o restante do citoesqueleto
desestabiliza e deixa os miocitos mais vulneraveis ao dano isquémico (Rodriguez et al., 2005).
De forma semelhante, utilizando modelo de lesdo miocardica induzida por isoproterenol,
mostramos que a distrofina foi a estrutura mais sensivel entre as proteinas do complexo de
glicoproteinas associadas a distrofina que conecta a matriz extracelular ao citoesqueleto dos
cardiomidcitos. A reducdo na expressao ou colapso de y-sarcoglicana, B-dystroglicana, B1-
integrina e laminina foram considerados epifendmenos, ou seja, essas estruturas
desempenharam um papel secundario no processo de miocitolise (Campos et al., 2008, in
press). Em cultura de cardiomidcitos de camundongos neonatos submetidos a hipoxia (lizuka
et al., 1993) e em modelos murinos de isquemia prolongada (Armstrong et al., 2001), foi
demonstrada ativagdo de serino e tiol-proteases, incluindo as calpainas, o que resultou na
degradacdo das proteinas espectrina e distrofina levando, subseqiientemente, a fragilidade da
membrana celular durante a transicdo de lesdo reversivel para irreversivel, culminando com a
morte celular, indicando uma correlagdo entre a perda de proteinas estruturais e a injuria
celular.

Mutagdes no gene da distrofina sdo responsaveis 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 sdo caracterizadas predominantemente pela doenca muscular
que abrange desde a forma mais branda (BMD) a forma mais severa (DMD). Em ambos os
casos, a molécula de distrofina encontra-se severamente reduzida ou ausente nas musculaturas
esquelética e cardiaca (Petrof et al.,, 1993). Na auséncia de distrofina, os elementos
transmembrana que compdem o complexo de glicoproteinas (CGD) ficam desestabilizados.

Dessa forma, a ligagdo mecanica entre o sarcolema e a matriz extracelular fica comprometida,



promovendo um mecanismo de perda das proteinas da membrana plasmatica, geralmente com
niveis de calcio elevados (Gillis, 1996, Gillis, 1999).

O subcomplexo distroglicana forma o nucleo central do complexo de glicoproteinas
associadas a distrofina (CGD), conectando os componentes do citoesqueleto a matriz
extracelular (Henry & Campell 1996). Esse subcomplexo ¢ composto por duas subunidades o-
e B- distroglicana, que sdo codificadas por um tnico gene, o Dagl e posteriormente traduzidas
e clivadas em duas proteinas. A a-distroglicana ¢ uma proteina periférica de membrana que se
liga a laminina-a.2 na lamina basal, enquanto a B-distroglicana, proteina integral de membrana
ancora a o-distroglicana & membrana celular através da regido N-terminal do seu dominio
extracelular e se liga a distrofina, proteina do citoesqueleto através da regido C-terminal do
seu dominio intracitoplasmatico (Campbell & Stull 2003). Dessa forma, o subcomplexo
distroglicana sustenta a forte ligagdo entre a matriz extracelular e o citoesqueleto intracelular.
Embora defeitos no gene Dagl ndo tenham sido identificados como a causa primdria de
doengas hereditarias em humanos, anormalidades no subcomplexo distroglicana tém sido
observadas em distrofias musculares graves (Campbell & Stull 2003). A correta glicosilagao
da a-distroglicana € essencial para sua ligagdo a molécula de laminina; defeitos nesse processo
perturbam esta ligacdo resultando na ruptura da ancoragem da membrana celular a matriz
extracelular (Ervasti & Campbell 1991). Esses dados sdo sustentados por achados que
mostram que anticorpos dirigidos contra residuos de carboidratos de o-distroglicanas
envolvidos na ligacdo da laminina, induziram um fenétipo distréfico em células musculares de
cultura (Brown et al., 1999). Matsumura e colaboradores, em 2003, investigando os efeitos do
processamento proteolitico da B-distroglicana e seus efeitos na ligagdo da matriz extracelular a
membrana plasmatica, observaram que o processamento proteolitico da B-distroglicana foi
ativado na musculatura esquelética, cardiaca e lisa, o que resultou na ruptura parcial do
subcomplexo distroglicana nesses tecidos. Esses resultados sugerem que a protedlise da [3-
distroglicana leva a ruptura da ligacdo entre a membrana celular e a matriz extracelular através
do subcomplexo distroglicana, mostrando sua importdncia no mecanismo molecular da

degeneracao muscular observada em hamsters com cardiomiopatia.



No presente trabalho, observamos que a expressdo da laminina ainda estava presente nas
areas de miocitdlise. Destacamos ainda que, 24 horas apds a indugdo da sépsis grave houve
reducdo dos niveis dessa proteina, embora, essa reducdo ndo fosse tdo pronunciada quanto a
observada para a distrofina e a B-distroglicana. A laminina (merosina) ¢ uma glicoproteina
presente na matriz extracelular, encontrada também na lamina basal de cardiomidcitos que
atua na modulacdao da adesdo celular através de sua interagdo com receptores celulares, tais
como as integrinas (Henry & Campbell, 1996). Por outro lado, as moléculas de laminina fixam
a a-distroglicana ao complexo de glicoproteinas associadas a distrofina, formando uma
ligagdo transmembrana entre a matriz extracelular e o citoesqueleto intracelular (laminina-o 2
— glicoproteinas associadas a distrofina (CGD) — distrofina — actina), sendo considerada
um estabilizador mecanico da membrana plasmatica das células musculares (Towbin, 1998).
A perda da ligagdo entre a matriz extracelular e a actina ¢ um fator determinante para necrose
das miofibras (Kido et al., 2004; Allikian & Mcnally, 2007). A diminui¢do da expressdo da
laminina ocorre durante a transi¢ao para insuficiéncia cardiaca e predispde os cardiomidcitos a

apoptose, similar ao que ocorre nas distrofias musculares (Berk et al., 2007).



Considerac®es finais

Face os resultados de nosso estudo, duas questdes importantes devem ser consideradas.
Primeira questdo: "Qual ¢ o mecanismo de redugdo das proteinas das gap junctions e das
jungdes aderentes e do remodelamento estrutural dos discos intercalares nos coracdes de
camundongos submetidos a sépsis grave?"

Um estudo recente demonstrou a reducdo e redistribui¢do de conexina-43 ¢ N-caderina
no coragdo de coelhos apds isquemia e reperfusdo utilizando sistema de Langerdorff (Tansey
et al., 2006). Considerando que um ponto chave do choque séptico ¢ a presenga de disfungado
da microcircula¢ao que produz distirbios regionais de fluxo e oxigenac¢dao anormal dos tecidos
(Hinshaw 1996, Rossi et al., 2003, Chagnon et al., 2006), a reducdo de conexina-43 e N-
caderina e conseqiiente remodelamento do disco intercalar no miocéardio de animais sépticos
podem ser atribuidos a isquemia global. Além disso, tendo em vista que a deplegdo de calcio
causa separagdo parcial dos cardiomidcitos no disco intercalar (Greve et al., 1985) e que o
TNF-a altera a homeostase intracelular do célcio (Zhang et al., 2005), essa citocina pode estar
envolvida na patogénese das alteragdes dos discos intercalares no miocardio dos animais
sépticos. Essas alteragdes provavelmente sdo reversiveis e associadas a danos ndo letais
caracterizados por edema celular, denominado degeneragdo vacuolar ou hidrdpica, refletindo
claramente um distirbio da funcdo das membranas. A perda da integridade da membrana
celular e o resultante intercAmbio de constituintes do espaco intra e extracelular como ions e
proteinas ¢ considerado um sinal de lesdo celular. No entanto, ¢ dificil definir o estagio a partir
do qual a célula passa a ser irreversivelmente danificada e condenada a morte. A figura 24
mostra um diagrama esquematico representando como as moléculas de conexina-43 e N-
caderina podem interferir com o remodelamento das jungdes aderentes ¢ das gap junctions nos

coragdes septicos.
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Figura 24. Diagrama esquemaitico representando como a expressiao de N-caderina e conexina-43
podem interferir com o remodelamento das juncées aderentes e gap junctions nos coracdes
sépticos. No miocardio dos animais falso-operados, a N-caderina (B), representada pelas barras verdes,
interage formando uma estrutura de adesdo em forma de “ziper”, critica na adesdo célula-célula. No
miocardio dos animais sépticos (D), o decréscimo na expressdo de N-caderina (perda representada
pelas barras em verde claro) promove o enfraquecimento da estrutura de ziper, representada
esquematicamente pela deiscéncia do disco intercalar, de acordo com os resultados encontrados na
microscopia eletronica. No miocardio dos animais falso-operados (C), seis polipeptidios de conexina-
43 (no esquema, representado somente por trés) formam um hemicanal na membrana de cada célula
adjacente que se unem para formar um canal funcional (conexon) tipo gap junction. No miocardio dos
animais sépticos (E), o decréscimo na expressdo de conexina-43 (perda de conexons representada em
verde claro), permite a formacdo da deiscéncia das gap junctions, representada de acordo com os
resultados da microscopia eletronica.



Segunda questdo: “Qual o mecanismo intrinseco da perda de distrofina e glicoproteinas
associadas nas células musculares cardiacas e qual seria a relagdo dessa perda com a disfuncao
miocardica observada na sépsis?”.

A depressdo cardiaca observada durante a sépsis ¢, provavelmente, de origem
multifatorial (Merx and Weber, 2007). Entretanto, existem dois mecanismos principais que
tentam explicar essa disfun¢do cardiaca. O primeiro sugere que a sépsis estd associada a
alteracdes da perfusdo tecidual miocérdica, o que resulta em lesdo isquémica do miocéardio
séptico (Kumar et al.,, 2001). Levy e colaboradores estudando modelo murino de sépsis
induzida por CLP, observaram uma diminui¢do da capacidade de trabalho do coragdo,
aumento da captacdo de glicose pelas células miocérdicas e perfusdo miocéardica preservada,
refletindo alteragdes importantes no fluxo coronariano e no metabolismo miocardico.
Groeneveld e colaboradores demonstraram que, apesar do fluxo coronariano estar normal ou
aumentado durante o choque séptico, pode haver uma distribui¢do heterogénea do mesmo,
acarretando isquemia focal, a qual seria mascarada pela manutengdo do consumo global de
oxigénio. O segundo mecanismo estd associado a presenca de fatores depressores do
miocardio (Kumar et al., 2001). Dentre os mediadores inflamatérios produzidos que
potencialmente contribuem para a depressdo miocardica estdo as citocinas pré-inflamatorias
TNF-a e IL-1B (Grocott-Mason et al., 1998). Bryant e colaboradores, avaliando o miocardio
de camundongos geneticamente modificados, que expressam TNF-a em excesso
exclusivamente nos midcitos cardiacos, observaram que esses animais desenvolveram
disfuncdo cardiaca grave, mostrando que a producdo local de TNF-a pode estar diretamente
envolvida na disfuncdo cardiaca (Bryant et al., 1998). A elevacdo dos niveis de TNF-a, tanto
circulantes quanto locais, pode atuar: (1) induzindo a transcricdo de genes inflamatorios
através da translocagdo do fator de transcri¢do nuclear-«B (NF-kB) do citoplasma para o
ntcleo (Han et al., 1999), (2) ativar as vias de apoptose dependentes de TNF-a (Krown et al.,
1996) e (3) induzir o aumento sustentado do influxo de calcio nas células musculares cardiacas
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-a é capaz de mediar a disfun¢ado

cardiaca na sépsis.



O aumento do célcio nas células musculares cardiacas (Thompson et al., 2000) pode
levar a ativacdo intracelular de proteases dependentes de calcio, dentre elas a calpaina, como
observado em modelos de queimadura, endotoxemia (Sayeed, 2000) e em camundongos com
distrofia muscular (mdx) (Spencer et al., 1995). A calpaina ¢ uma cisteino-protease
dependente de célcio capaz de degradar tanto proteinas de membrana quanto do citoesqueleto,
mais precisamente a distrofina (Barta et al., 2005), o que prejudica a integridade do sarcolema
dos cardiomidcitos, contribuindo para o avanco da faléncia cardiaca (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 glicoproteinas associadas ao sarcolema, desestruturando o midcito (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 niveis de célcio no
musculo esquelético deficiente de distrofina (Bodensteiner & Engel, 1978; Gillis et al., 1996).
Nesse contexto, um ou ambos os eventos contribuiriam para a patogénese da distrofia
muscular. Straub e colaboradores (1997) demonstraram em camundongos mdx (geneticamente
deficientes de distrofina) que a desestabilizacdo do sarcolema pode alterar a permeabilidade da
membrana aumentando o contetido de calcio intracelular que estimularia a atividade das
calpainas, contribuindo dessa forma para a destrui¢do da musculatura.

Em nosso estudo, ndo avaliamos as concentragdes ou atividade das calpaina no musculo
cardiaco, entretanto, as altas concentracdes de TNF-a circulante e a presenca dessa citocina no
tecido cardiaco dos animais sépticos poderiam induzir o aumento do calcio citosolico
(Thompson et a., 2000), o que levaria a ativagdo das calpainas. Essa enzima por sua vez,
atuaria na protedlise ndo s6 da distrofina, mas também das moléculas de actina e miosina,
contribuindo para a lise dos miofilamentos, desestabilizagdo dos midcitos e conseqiiente perda
de funcdo. A Figura 25 mostra um esquema hipotético da perda de distrofina, dos
componentes do complexo de glicoproteinas associadas a distrofina (CGD) e das proteinas do

aparelho contratil no miocardio séptico.
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Figura 25. Diagrama esquematico representando a perda de distrofina, dos componentes do
complexo de glicoproteinas associadas a distrofina (CGD) e das proteinas do aparelho contratil
no miocardio séptico. Em (A), representacdo esquematica da organizagdo das proteinas do aparelho
contratil (representada apenas pela actina) e dos componentes do complexo de glicoproteinas
associadas a distrofina. Em (B), as altera¢des na organizacdo e expressdo das proteinas do aparelho
contratil (representada pela actina), de distrofina ¢ dos componentes do complexo de glicoproteinas
associadas a distrofina resultariam em perda de conexdo com a matriz extracelular (representada pela
laminina-a.2) alterando a morfologia e fun¢ao celular.



6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que ha uma redu¢do na expressao das proteinas envolvidas
na formagdo das gap junctions (conexina43) e juncOes aderentes (N-caderina), o que resultaria
na perda da integridade estrutural dos discos intercalares, alterando o acoplamento mecanico e
eletro-quimico entre os cardiomidcitos vizinhos contribuindo para a disfungdo miocardica
observada na sépsis. Além disso, demonstramos que héa redugdo da expressdao de distrofina e
diminui¢do das proteinas que constituem o complexo de glicoproteinas associadas a distrofina
durante a sépsis experimental. A redug¢do ou perda da expressdo de distrofina ¢ o evento que
ocorre associado a degeneracdo miofilamentar e lise dos cardiomidcitos. A diminui¢ao na
expressdo das glicoproteinas associadas a distrofina, [B-distroglicana e laminina foram
considerados eventos secundarios. Os resultados sugerem que na sépsis induzida por ligacdo e
perfuracdo do ceco (CLP) hd perda de proteinas importantes envolvidas tanto no
remodelamento do disco intercalar quanto na expressdo de glicoproteinas envolvidas na
ligagdo mecanica entre o citoesqueleto intracelular e a matriz extracelular. Embora estudos
funcionais sejam necessarios para determinar o efeito direto dessas mudangas sobre o
miocardio, nossos achado sugerem que as alteragdes estruturais seriam, pelo menos em parte,

responsaveis pela depressdo miocardica observada na sépsis.
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ANEXO B — Reagentes e solucoes

A) SOLUCAO DE NaCl 0,9% - SALINA

Foram dissolvidos 9g de NaCl em 1 litro de agua destilada.

B) PBS

Foram dissolvidos 8,17g de NaCl, 0,36g de fosfato de s6dio monobésico, 1,05g de fosfato de
sodio dibasico e completado para um volume final de 1 litro com 4gua destilada. O pH foi

ajustado para 7,4 com NaOH 2M.

C) SOLUCAO ALCOOL-ACIDO

Foram misturados 99 mL de 4lcool 70% e 1 mL de 4cido cloridrico concentrado.

D) SOLUCAO EOSINA-FLOXINA

Foram misturados 62,5 mL de solucdo estoque de eosina a 1%, 6,25% mL de solugdo

estoque de floxina a 1% e 487,5% mL de 4cido acético glacial.

E) SOLUCAO PRE-INFILTRADORA

Foram misturadas partes iguais de solucao infiltradora e alcool 100%.

F) SOLUCAO INFILTRADORA

Foram misturados 100 mL de Historesin (Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha)

e 1 g de Hardner (Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha).



G) SOLUCAO PARA INCLUSAO

Foram misturados 15 mL de solucdo infiltradora e 1 mL de Hardner II (Leica Instruments

GmbH, Heidelberg, Alemanha).

H) SOLUCAO AZUL DE TOLUIDINA

Foram misturados 1g de azul de toluidina e 1g de tetraborato de sdédio a 100 mL de agua

destilada quente. A solucdo foi estocada, a temperatura ambiente, em frasco de vidro vedado.



ANEXO C - Fixadores e Coloracoes

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) COLORACAO DE HEMATOXILINA DE HARRIS

As laminas sdo deixadas na solugcdo de hematoxilina por 5 a 8 segundos e lavadas com 2
trocas de agua corrente. Em seguida, sdo passadas pela dgua amoniacal por 30 segundos e

lavadas com 2 trocas de agua corrente. Por ultimo, sdo desidratadas, diafanizadas e montadas.

B) COLORACAO HEMATOXILINA E EOSINA

As laminas foram desparafinizadas em séries decrescentes de alcoois e lavadas em dgua
corrente. Em seguida, coradas pela Hematoxilina de Harris por 3-5 minutos. Lavadas em 4gua
corrente e diferenciadas em solucdo alcool acido a 1% e lavadas por 15 minutos. Apos, foram
coradas em solug@o de eosina-floxina por 10 a 30 segundos e passadas em alcool 95% para a

retirada do excesso de corante. As laminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas.

C) COLORACAO AZUL DE TOLUIDINA

Os cortes foram cobertos com algumas gotas de solucdo corante por 3-5 minutos em platina

aquecida a 55-60°C, lavados em agua corrente e secos em platina aquecida.



