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Resumo 
 
Fonseca MT. Hipotermia na sepse: desenvolvimento natural e valor biológico. [Tese 
(Doutorado em Imunologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2017. 
 
A sepse é sempre acompanhada de mudanças na temperatura corporal, seja esta febre 
ou hipotermia. A resposta termorregulatória depende da gravidade da inflamação e da 
temperatura ambiente (TA), sendo que o aparecimento natural de hipotermia 
prevalece em casos mais graves de sepse e acomete cerca de 10% dos pacientes 
hospitalizados. Na maioria dos casos, esta resposta é vista como algo desregulado e 
progressivo, mesmo na ausência de uma avaliação significativa sobre o curso natural 
deste fenômeno em humanos, uma vez que, estudos experimentais mostraram que 
animais em choque endotóxico preferem permanecer em ambiente frio e desenvolver 
hipotermia. O presente trabalho tem como objetivos principais (i) caracterizar o curso 
temporal de hipotermia em um grupo raro de pacientes sépticos; (ii) desenvolver um 
modelo experimental bem controlado de sepse grave monobacteriana, (iii) avaliar 
como a hipotermia decorrente de uma peritonite induzida por E. coli altera a função 
pulmonar dos ratos, com ênfase no papel de neutrófilos e macrófagos e, (iv) elucidar 
como a hipotermia regula a resposta imune inata e, consequentemente o controle da 
infecção . Nossos resultados mostraram, pela primeira vez, que a hipotermia em 
pacientes sépticos é um fenômeno transitório, não terminal e que disfunções 
fisiológicas ou farmacoterapia não desencadeiam o início dessa resposta. Além disso, 
foi desenvolvido um modelo experimental de sepse grave monobacteriana, no qual, 
quando submetidos a ambientes frios os ratos desenvolveram uma hipotermia 
regulada e duradoura. A hipotermia preservou a função pulmonar dos ratos sépticos e 
diminuiu o infiltrado de neutrófilos para os pulmões e peritônio, sendo que essa célula 
passou a expressar menos o receptor CCR2, envolvido na migração e ainda apresentou 
dificuldade na motilidade. Apesar de todos esses contratempos, a infecção estava 
controlada nos pulmões e no peritônio 20 h após a sepse, provavelmente devido ao 
aumento da atividade microbicida dos macrófagos na hipotermia. Logo, podemos 
concluir que a hipotermia é um fenômeno regulado, transitório, auto-limitante e não 
terminal em humanos, diferente da resposta desregulada e progressiva que se 
acreditava existir. Ainda, a hipotermia diminui a ação inflamatória dos neutrófilos ao 
mesmo tempo em que potencializa a atividade microbicida dos macrófagos. Essas 
células matam mais ao mesmo tempo em que favorecem um perfil menos inflamatório, 
mostrando que há um refinamento mecanístico seletivo dos macrófagos na hipotermia.  
 
Palavras-chave: Temperatura. Hipotermia. Febre. Sepse. Macrófagos. Neutrófilos. 
Ratos. Humanos. 
 

 

 

 

 



Abstract 
 

Fonseca MT. Hypothermia in sepsis: natural development and biological value. [Ph. D. 
Thesis (Immunology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo; 2017. 
 
Sepsis is always accompanied by changes in body temperature, fever or hypothermia. 
The thermoregulatory response depends on the severity of the inflammation and the 
ambient temperature (TA), and the natural onset of hypothermia prevails in more 
severe cases of sepsis and affects approximately 10% of hospitalized patients. In most 
cases, this response is seen as something deregulated and progressive, even in the 
absence of a significant assessment of the natural course of this phenomenon in 
humans, since, experimental studies have shown that animals in endotoxic shock 
prefer to remain in a cold environment and develop hypothermia. The present study 
has as main objectives (i) to characterize the temporal course of hypothermia in a rare 
group of septic patients; (Ii) to develop a well-controlled experimental model of severe 
monobacterial sepsis; (iii) to assess how hypothermia, resulting from E. coli-induced 
peritonitis, alters the lung function of rats, with emphasis on the role of neutrophils 
and macrophages; and (iv) elucidate how hypothermia regulates the innate immune 
response and hence the infection control. Our results showed for the first time that 
hypothermia in septic patients is a transient, non-terminal phenomenon and that 
physiological dysfunctions or pharmacotherapy does not trigger the onset of this 
response. In addition, an experimental model of severe monobacterial sepsis was 
developed in which, when submitted to cold environments, the rats developed 
regulated hypothermia. Hypothermia preserved the pulmonary function of septic rats 
and decreased the neutrophil infiltrate to the lungs and peritoneum, and this cell 
expressed less the CCR2 receptor, involved in migration, and still had difficulty in 
motility. Despite all these setbacks, the infection was controlled in the lungs and 
peritoneum 20 h after sepsis, probably due to the increased microbicidal activity of 
macrophages in hypothermia. Therefore, we can conclude that hypothermia is a 
regulated, transient, self-limiting and non-terminal phenomenon in humans, unlike the 
deregulated and progressive response that was believed to exist. Furthermore, 
hypothermia decreases the inflammatory action of neutrophils at the same time as it 
potentiates the microbicidal activity of macrophages. These cells kill more at the same 
time as they favor a less inflammatory profile, showing that there is a selective 
mechanistic refinement of macrophages in hypothermia. 
 
Keywords: Temperature. Hypothermia. Fever. Sepsis. Macrophages. Neutrophils. Rats. 
Humans. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 SEPSE: DEFINIÇÃO E EPIDEMIOLOGIA  

 

A cada ano, a inflamação sistêmica decorrente de infecção (sepse) adquire maior 

importância epidemiológica e é uma das principais causas de mortalidade em pacientes 

hospitalizados em diversos países [1]. E diante da grande quantidade de termos e sinônimos 

para designar a mesma condição clínica foi necessária a realização de uma conferência de 

consenso da American College of Chest Physicians e da Society of Critical Care Medicine, em 1991 

[2, 3]. Nesta conferência, a sepse ficou então definida como síndrome da resposta inflamatória 

sistêmica (SIRS) associada a um estado inflamatório sistêmico manifestado por pelo menos 

dois dos seguintes critérios: (i) temperatura corporal (TCORP) ˃ 38 °C ou ˂ 36 °C; (ii) frequência 

cardíaca ˃ 90 batimentos/min; (iii) taxa respiratória ˃ 20 respirações/min ou PaCO2 ˃ 32 

mmHg e (iv) contagem de leucócitos ˃ 12.000 ou ˂ 4.000 células/mm3 no sangue ou ˃10% as 

formas imaturas [4].  

Mais recentemente, tal conceito vem recebendo críticas por ser pouco discriminativo, 

uma vez que os critérios de SIRS são geralmente observados em pacientes com gripe ou 

pneumonia mais forte. Logo, um novo consenso internacional sobre critérios diagnósticos para 

sepse e choque séptico foi realizado em 2015 no Third International Consensus Definitions for 

Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3). Ele foi desenvolvido pela Society of Critical Care Medicine e 

a European Society of Intensive Care Medicine, justificadas pela necessidade de uma melhor 

definição baseada nos avanços para melhorar os critérios diagnósticos da sepse. Na nova 

definição, a sepse ficou definida como uma disfunção de órgãos potencialmente fatal causada 

por uma resposta desregulada do hospedeiro à infecção, sendo disfunção de órgão identificada 

pelo aumento agudo maior ou igual a 2 pontos no escore SOFA [5].  

Os casos mais comuns de sepse são de origem bacteriana, das quais 60% são de 

bactérias Gram negativas e 40% de bactérias Gram positivas [6, 7], mas também pode ser 

causada por fungos, parasitas e vírus [8]. Essa resposta inflamatória sistêmica pode levar à 

sepse grave, acompanhada pela disfunção de órgãos, podendo ainda evoluir para choque 

séptico, definido como sepse grave associada à hipotensão persistente e refratária a 

vasoconstritores. 

A incidência da sepse aumentou cerca de 90% nas últimas décadas, com ocorrência de 

751.000 novos casos de sepse por ano nos Estados Unidos, dos quais 32,2% para sepse grave e 

54,1% para choque séptico, evoluem para óbito [9, 10]. No Brasil, cerca de 25% dos pacientes 

internados nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) apresentaram diagnóstico de sepse grave 

e choque séptico, com taxa de mortalidade de 34,7%, 47,3% e 52,2% para sepse, sepse grave e 

choque séptico, respectivamente [11].  

Apesar dos avanços científicos em diversas áreas nas últimas décadas, a taxa de 

mortalidade dos pacientes sépticos não mudou e a dependência de antibióticos e intervenções 

de apoio para o controle de distúrbios hemodinâmicos têm sido as únicas estratégias 

terapêuticas [12]. Esta realidade tende a piorar com a possível era pós-antibióticos e 
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resistência dos agentes infecciosos. Outro ponto relevante relacionado a esta enfermidade é o 

elevado custo do tratamento. Estima-se um gasto anual de 18 bilhões de dólares nos Estados 

Unidos [13]. Neste sentido, a elevada incidência, o auto custo hospitalar, a gravidade da doença 

e ausência de tratamento adequado destacam a importância de estudos nesta área. 

 

1.2 SEPSE: FISIOPATOLOGIA E RESPOSTA IMUNOLÓGICA 

 

A patogênese desta síndrome está resumida na Fig. 1 e envolve: o reconhecimento 

dos padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs) presentes nos microrganismos 

invasores via receptores de reconhecimento padrão (PRR) por células da imunidade inata.  Na 

sepse, além da presença de PAMPs há também a liberação aguda de padrões moleculares 

associados ao dano (DAMPs), que também são reconhecidos por PRRs e acabam por exacerbar 

ainda mais a resposta inflamatória. O reconhecimento antigênico desencadeia uma cascata de 

sinalização intracelular que culmina na ativação e translocação dos fatores de transcrição AP-1 

e NF-κB, via MyD88 ou TICAM1/TRIF, para o núcleo. No núcleo ocorre ativação de uma 

variedade de genes, incluindo proteínas de fase aguda, enzima óxido nítrico sintase induzida 

(iNOS), fatores da coagulação, quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias. Dentre essas 

citocinas, as primeiras a serem produzidas e liberadas são o fator de necrose tumoral α (TNF-

α) e a interleucina (IL) 1β. Posteriormente também há liberação de IL-6, IL-8 e IL-12 [14-16]. 
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O TNF-α é predominantemente produzido por macrófagos ativados e células T, porém 

mastócitos, células B, células natural killer (NK), neutrófilos, células endoteliais, osteoblastos e 

fibroblastos também podem contribuir. Muitas das características clássicas da inflamação 

podem ser atribuídas às ações do TNF-α sobre o endotélio, com aumento na produção de iNOS 

e cicloxigenas (COX) 2 que desencadeiam vasodilatação e diminuição do fluxo sanguíneo local 

[17]. TNF-α também estimula a expressão de moléculas responsáveis pela adesão endotelial, 

tais como E-selectina, molécula de adesão intracelular (ICAM) 1 e a molécula de adesão celular 

vascular (VCAM) 1 [18, 19]. Essas 3 moléculas levam à ligação dos leucócitos com a parede 

endotelial e sua transmigração para o interstício, acompanhados de fluido e macromoléculas 

do plasma [20]. Além de aumentar iNOS, COX2 e moléculas de adesão, TNF-α também induz a 

expressão de proteínas da coagulação, como a tromboplastina (também conhecida como fator 

tecidual (TF)) e diminui fatores anti-coagulantes como a trombomodulina, levando a ativação 

da cascata de coagulação [21]. 

A citocina IL-1β age em sinergismo com TNF-α na fase “hiperaguda” da sepse após a 

estimulação da resposta imune inata [22, 23]. A IL-1β induz a síntese de moléculas de adesão e 

citocinas por células endoteliais, contribuindo com a ativação de leucócitos, adesão endotelial e 

a transmigração para o interstício [24, 25]. IL-1β também aumenta a produção de iNOS e COX2, 

atuando como indutor de febre e aumentando a liberação de corticosteroides via efeitos 

hipotalâmicos [24, 26].  

A concentração sérica de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10, também é 

aumentada na sepse [27, 28]. Essa citocina age, não somente inibindo a liberação de TNF-α, IL-

1β e IL-6 por monócitos e macrófagos, mas também induzindo a produção da proteína 

antagonista do receptor de IL-1 (IRAP-1) e do receptor de TNF (TNFR) solúvel, que reduzem as 

concentrações circulantes dessas citocinas [29]. O papel crítico de IL-10 mediando o balanço 

entre os processos pró e anti-inflamatórios pode ser visto em modelos experimentais onde 

camundongos nocautes de IL-10 foram muito susceptíveis a indução de sepse, ao passo que a 

administração de IL-10 previne essas consequências [30]. 

 

1.2.1 Importância dos neutrófilos no contexto inflamatório 

 

Os neutrófilos são leucócitos polimorfonucleados essenciais no funcionamento do 

sistema imunológico. Quando estimulados, expressam receptores de membrana responsáveis 

pela aderência e migração através do endotélio vascular, se dirigindo por quimiotaxia ao sítio 

da infecção. Após o neutrófilo realizar a fagocitose, no interior do endolisossomo há a morte do 

agente infeccioso via enzimas e agentes oxidantes. Por ser a primeira linha de defesa contra os 

microrganismos, qualquer falha no recrutamento dos neutrófilos está associada à permanencia 

da infecção, invasão do agente à corrente circulatória e reação inflamatória sistêmica 

culminando com a morte do indivíduo [31]. O entendimento das vias de ativação, sinalização e 

mobilização dos neutrófilos auxiliam na identificação de alvos terapêuticos para seletivamente 

inibir ou ativar determinadas funções [32]. Essas células são constitutivamente geradas na 

medula óssea por precursores mielóides. Sua produção diária pode chegar a 2 X 1011 células 
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em um humano adulto [33]. Humanos e murinos têm diferentes quantidades de neutrófilos 

circulantes. Em humanos, 50-70% dos leucócitos circulantes são neutrófilos, enquanto nos 

murinos e ratos são apenas 10-25% [34, 35]. 

Durante uma infecção há liberação local e sistêmica de mediadores inflamatórios, tais 

como citocinas, histaminas e prostaglandinas. As primeiras citocinas encontradas no sítio 

inflamatórios são TNF-α e IL-1β, que juntas são responsáveis pelo recrutamento dos 

neutrófilos e, consequentemente pelos principais sintomas da inflamação. Esses mediadores 

promovem vasodilatação e consequente redução na velocidade do fluxo sanguíneo que resulta 

no deslocamento dos neutrófilos para a periferia dos vasos, fenômeno denominado 

marginação. Após a marginação, há o rolamento dos neutrófilos, por meio da expressão de 

receptores nas membranas das células endoteliais denominadas selectinas, que interagem com 

grupos de carboidratos específicos na superfície dos leucócitos [36]. Existem selectinas 

endoteliais (E), plaquetárias (P) e leucocitárias (L). A P-selectina é sintetizada 

constitutivamente pelas células e secretada em grânulos citoplasmáticos, enquanto a E-

selectina é produzida somente quando há indução via citocinas como IL-1β e TNF-α [37]. 

Posterior ao rolamento acontece a adesão firme entre o endotélio e os leucócitos mediada por 

integrinas. Este último evento decorre da maior afinidade entre o heterodímero constituído 

por α e β-integrinas dos leucócitos com seus respectivos ligantes no endotélio, tais como LFA-1 

e VLA-4 pelos neutrófilos, que interagem com ICAM e VCAM das células endoteliais. 

Após saírem dos vasos sanguíneos, os neutrófilos migram para o sítio infeccioso 

guiados por um gradiente quimiotático, o qual pode ser formado por quimiocinas, leucotrieno 

B4 (LTB4), C5a (anafilatoxina) e componentes bacterianos, como formilpeptídeos [38]. Além 

disso, os receptores para quimiocinas exercem grande importância no recrutamento de 

neutrófilos para o foco da infecção por atuarem aumentando a afinidade entre integrinas do 

endotélio e leucocitárias, e ainda guiam os leucócitos para o local da inflamação. Dentre essse 

receptores o CXCR2 é o principal receptor quimiotático para os neutrófilos e interage com as 

quimiocinas CXCL2/MIP-2, CXCL1/KC (murinho) e CXCL8 (humanos). A migração de 

neutrófilos para o foco infeccioso durante a sepse não grave é dependente do CXCR2. 

Entretanto frente à sepse grave ocorre internalização do CXCR2 em neutrófilos e esta 

internalização é responsável pela falência da migração de neutrófilos para o foco infeccioso 

[39, 40]. Normalmente, os neutrófilos não expressam os receptores da família CCR, porém 

estudos prévios demonstraram que em determinadas condições inflamatórias essas células 

passam a expressar diferentes receptores e a responder a diferentes quimiocinas [41-43]. 

Logo, o receptor CCR2 merece destaque nesse contexto, pois é um dos exemplos de receptores 

da família CCR aumentados na sepse. Já foi demonstrado que o aumento da expressão desse 

receptor em neutrófilos durante a sepse tem importante papel na migração dessas células para 

órgãos distantes. Os animais deficientes para CCR2 quando submetidos a protocolos de sepse 

apresentam menor mortalidade em relação aos animais falso-operados, devido à redução do 

infiltrado neutrofílico nos pulmões, rins e coração, com menor disfunção nesses órgãos, mesmo 

não havendo falência de migração de neutrófilos para o foco infeccioso [44]. 
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Já no sítio da infecção, os formilpeptídeos derivados de bactérias, C5a, LTB4 e 

citocinas liberadas localmente estimulam os neutrófilos a sofrerem uma “explosão 

respiratória”, na qual uma grande quantidade de oxigênio molecular é consumida para geração 

de superóxido via complexo NADPH oxidase. A partir do superóxido são geradas outras 

espécies reativas de oxigênio (ROS), tais como peróxido de hidrogênio (H2O2), radicais 

hidroxila (OH-) e ácido hipocloroso (HOCL) (Fig. 2) [45, 46]. As ROS são consideradas 

altamente reativas e são inicialmente liberadas no interior dos fagolisissomos, onde se 

combinam rapidamente com proteínas microbianas e lipídeos, resultando na oxidação dos 

mesmos [47]. Eles também são liberados no citosol, onde alteram o estado “redox” da célula e 

oxidam componentes celulares, alterando sua função [48]. Sob condições patológicas, tais 

radicais são liberados no meio extracelular, onde são responsáveis, em partes, pelo dano 

tecidual durante uma resposta inflamatória não controlada [49]. 

Além de ROS, os neutrófilos produzem compostos derivados de nitrogênio, como o 

óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito. O NO é produzido pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) 

a partir da L-arginina, e ao reagir com o ânio superóxido gera peroxinitrito, que é a substância 

derivada de nitrogênio com ação microbicida (Fig. 2). Existem três isoformas de NOS: neuronal 

(nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (iNOS), sendo a última expressa nos fagócitos sobre 

estímulo de citocinas, tais como IL-1β e INF-γ, além de outros mediadores pró-inflamatórios 

[50]. 

 

 

 

Os neutrófilos, diferente dos macrófagos, ainda são capazes de eliminar os patógenos 

por meios extra-celulares. Existem três tipos de grânulos que são formados consecutivamente 

durante a maturação dos neutrófilos, e eles estão cheios de proteínas pró-inflamatórias. São os 

grânulos azurófilos, que contém mieloperoxidase (MPO); grânulos específicos, que contém 

lactoferrina; e grânulos gelatinase, que contém metaloproteinase 9 (MMP9). Essas proteínas 

antimicrobianas podem ser liberadas no fagolisossomo e também no meio extracelular, 

eliminando microrganismos extracelulares [33, 51, 52].  

Além disso, em um contexto de sepse, neutrófilos altamente ativados são capazes de 

lançarem redes para o meio extracelular compostas por proteínas derivadas do citoplasma 

celular, e surpreendentemente, por DNA. O mecanismo de extrusão destas redes foi 
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denominado NETose, e as redes em si, NETs (neutrophil extracelular traps). As NETs são 

estruturas complexas, compostas por milhares de filamentos de aproximadamente 15nm de 

diâmetro que se entrelaçam formando redes extracelulares [53]. Vários estímulos são capazes 

de induzir a liberação das NETs, tais como IL-8, IFN-, GM-CSF; PMA, lipopolissacarídeo (LPS), 

Escherichia coli, entre outros. As NETs possuem duas funções efetoras, elas podem apenas 

aprisionar o patógeno, impedindo sua disseminação, ou podem ainda ter uma ação microbicida 

direta sobre os microrganismos aprisionados [53-55]. 

 

1.2.2 Importância dos macrófagos no contexto inflamatório 

 

Os macrófagos são produzidos na medula-óssea, a partir de uma célula progenitora 

comum aos neutrófilos (CFU/GM) [56]. Essa célula inicial dá origem ao monoblasto, que 

embora pouco diferenciada, já apresenta alguns receptores característicos de macrófagos, tais 

como o receptor para porção Fc da imunoglobulina IgG e o receptor de C3b. Essas células por 

sua vez se diferenciam em pró-monócito que se dividem e dão origem aos monócitos. Cerca de 

1 dia após serem diferenciados, os monócitos caem na circulação sanguínea onde migram 

constantemente para os diferente tecidos e cavidades, onde se diferenciam em macrófagos 

teciduais e adquirem propriedades funcionais tecido-específicos, permanecendo como células 

residentes [57, 58]. Macrófagos peritoneais (cavidade peritoneal), células de kupfer (fígado), 

micróglia (sistema nervoso central) e células de langerhans (epiderme) são exemplos de 

macrófagos residentes que se diferenciaram via produtos secretados pelo próprio tecido, por 

células vizinhas ou pela matrix extracelular [59]. 

Durante o processo inflamatório ocorre aumento do número de monócitos circulantes 

e da sua produção na medula óssea [60], assim como redução no tempo de permanência dos 

mesmos na circulação, uma vez que há migração destas células para o foco da lesão [61]. Esse 

processo geralmente ocorre após os primeiros neutrófilos se infiltrarem. No sítio inflamatório, 

o monócito, agora denominado macrófago, passa por um processo de ativação, que o capacita a 

executar funções complexas. Essas células se tornam aptas para quimiotaxia, fagocitose, 

processamento e apresentação de antígenos, lise de parasitas intracelulares, capacidade de 

morte tumoral [62]. 

Diferente dos neutrófilos, os macrófagos somente são capazes de matar 

microrganismos intracelulares e, por esse motivo, eles apresentam uma grande atividade 

secretória tanto de proteínas microbicidas quando de substâncias moduladoras da inflamação. 

Dentre as mais de cem substâncias biologicamente ativas estão enzimas, proteínas plasmáticas, 

hormônios, substâncias que regulam a função e crecimento de outras células (citocinas, 

colagenase, prostaglandinas, entre outras) [63-65]. Além disso, os macrófagos exercem quatro 

funções principais: fagocitose, apresentação de antígenos, imunomodulação via produção de 

várias citocinas e fatores de crescimento e remodelamento tecidual. Os macrófagos infiltrantes 

diferem dos macrófagos residentes especialmente pelo aumento da capacidade fagocítica e 

pela habilidade aumentada de gerar metabólitos tóxicos derivados de oxigênio e nitrogênio 

(Fig. 2) [66].  
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Os macrófagos podem ser polarizados de acordo com diferentes estímulos que 

posteriormente os dividem em duas populações principais: macrófagos clássicos M1 e 

alternativos M2. Resumidamente os macrófagos M1 são pró-inflamatórios, diferenciados na 

presença de INF-γ e TNF-α, apresentam expressão elevada de iNOS e são grandes produtores 

de ROS, NO e citocinas, tais como IL-1β, IL-6, IL-12 e IL-23 [67]. Já os macrófagos M2 são 

ativados principalmente por IL-4 e IL-13, produtores de IL-10 e TGF-β, e ainda geram ornitina 

e ureia, que levam a produção de colágeno e proliferação celular [68, 69]. Porém, no contexto 

de inflamação sistêmica, é raro encontrar macrófagos tipicamente M1 ou M2, o que 

possivelmente reflete um expectro contínuo de macrófagos pró-inflamatórios a anti-

inflamatórios [70]. 

Em conjunto, os potentes mecanismos microbicidas de macrófagos e neutrófilos na 

sepse estão associados à liberação excessiva de substâncias pró-inflamatórias em resposta ao 

patógeno, que ao mesmo tempo em que tentam controla a infecção, podem levar a danos 

teciduais e disfunção de órgãos. Logo, estratégias anti-inflamatórias foram incansavelmente 

testadas em pacientes sépticos, porém todos os mais de 100 ensaios clínicos falharam [71]. 

Além disso, quando se trata de sepse não é exagero afirmar, parafraseando Bernard & Bernard, 

que as pesquisas atuais, embora tenham avançado consideravelmente, deixaram mais 

perguntas do que respostas [72], portanto a associação das respostas imunológicas com as 

respostas fisiológicas, conservadas filogeneticamente, mereça um olhar mais aprofundado. 

Entre essas respostas fisiológicas podemos enfatizar mudanças na TCORP, uma vez que a 

inflamação sistêmica, infecciosa ou não, é usualmente acompanhada de febre ou hipotermia.  

 

1.3 A SEPSE E SUAS MANIFESTAÇÕES TÉRMICAS 

 

A temperatura, um fator crítico em todos os processos bioquímicos ou biofísicos, está 

entre os determinantes mais importantes da transferência de matéria e energia em qualquer 

célula, organismo e ecossistema vivos [73]. Portanto, não é surpreendente que a 

termorregulação seja quase tão antiga quanto à própria vida, estando presente mesmo em 

organismos unicelulares em um gradiente térmico [74]. Um elaborado sistema 

termorregulador parece proporcionar vantagens adaptativas, uma vez que o progresso da 

ectotermia à endotermia é considerado um marco na evolução dos vertebrados [75-77]. Os 

animais endotérmicos (mamíferos e aves) são capazes de manter sua TCORP relativamente 

constante em uma ampla faixa de temperatura ambiente (TA). Tal capacidade é devido ao 

surgimento de mecanismos termo-efetores mais eficientes de perda de calor e, ainda mais 

importantes, de mecanismos especializados na produção de calor [76]. Todavia, quando 

submetidos a condições adversas, como infecção, a TCORP dos animais endotérmicos pode variar 

temporariamente.  

Dentre as condições adversas às quais um organismo pode ser submetido, pode-se 

destacar a sepse, que como já dito acima é uma síndrome que usualmente é acompanhada de 

febre. A febre é uma resposta regulada e benéfica do organismo que já teve seu papel biológico 

demostrado em animais de experimentação e até em humanos com sepse [78-80]. Um aumento 

na TCORP favorece diversas funções do sistema imune, tais como fagocitose [81, 82], migração 

leucocitária [83, 84], apresentação antigênica [85, 86] e proliferação linfocitária [87, 88], além 
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de também retirar grande parte dos microrganismos patogênicos de sua temperatura ótima de 

crescimento [89, 90], embora existam exceções [91, 92].  

Para complicar o problema ainda mais, a febre não é o único tipo de manifestação 

térmica, 9-16% dos pacientes com sepse [78, 93-95] e 13-21% dos pacientes com choque 

séptico [79] desenvolvem hipotermia. O aparecimento dessa resposta no momento da 

internação na UTI prediz um mal diagnóstico, pois pacientes com sepse e hipotérmicos tem 

maior taxa de mortalidade [78, 93-97]. No entanto, esses mesmos pacientes apresentam 

também maiores índices de APACHE II e SOFA (indicativos de gravidade e prognóstico da 

doença) [94, 95, 97]. A associação desses índices com o aparecimento de hipotermia evidencia 

que pacientes sépticos e hipotérmicos estão mais doentes do que aqueles sem hipotermia, logo 

a ideia de que hipotermia é ruim pode simplesmente estar refletindo a maior prevalência desse 

fenômeno nos casos mais graves de sepse. Dessa forma, a simples associação de hipotermia 

com mortalidade não deve ser tomada como uma indicação de que a hipotermia em si piora o 

quadro do paciente [94]. Contudo, o reaquecimento imediato de pacientes sépticos e 

hipotérmicos ainda é uma prática comum em vários centros médicos [98]. 

A percepção em torno do papel desregulado da hipotermia na sepse não se restringe 

somente a clínica. É comum pressupor que a hipotermia, mesmo em modelos experimentais, 

seja consequência de respostas hemodinâmicas. Porém, os estudos em animais nos últimos 

anos evoluíram significativamente e produziram evidencias que mostraram que a hipotermia é 

um fenômeno regulado. Em primeiro lugar, a hipotermia que aparece em ratos endotóxicos é 

uma resposta transitória, que ocorre pouco tempo após a administração de LPS e não é 

consequência de choque circulatório [99]. Em segundo lugar, a hipotermia no choque 

endotóxico é provocada pela diminuição regulada da termogênese quando a capacidade 

termogênica não se encontra comprometida [94, 95]. Em terceiro lugar, os ratos com choque 

endotóxico não tentam restaurar a normotermia quando a possibilidade de selecionar um 

ambiente mais quente é oferecida a eles, na verdade o comportamento do animal é exatamente 

o contrário: o rato busca um ambiente mais frio (cold-seeking behavior) [97]. Por último, mas 

não menos importante, a hipotermia espontânea demonstrou ser mais vantajosa do que a febre 

em ratos com formas graves de endotoxemia e sepse induzida por E. coli [100, 101].  

A hipotermia regulada é diferente da hipotermia acidental ou forçada. O termo 

regulado se refere a um processo no qual um organismo "quer" se tornar hipotérmico e ajusta 

a atividade termo-efetora para alcançar esse objetivo. Por outro lado, os termos acidental e 

forçado se referem a uma situação em que um organismo é incapaz de manter sua TCORP no 

nível desejado, geralmente devido a um resfriamento extremo ou falha na termorregulação. 

Existem dados que mostraram que a hipotermia espontânea foi mais vantajosa do que a 

hipotermia forçada em ratos com endotoxemia grave [102]. Logo, a virada de febre para 

hipotermia pode ser uma estratégia adaptativa para lidar com demandas competitivas que 

surgem diante de uma resposta inflamatória sistêmica [103, 104].  

 

1.4 REGULAÇÃO DA TCORP 

 

Os mecanismos de regulação da TCORP podem ser autonômicos (involuntários) e 

comportamentais (voluntários). Os mamíferos, por serem animais endotérmicos são capazes 

de utilizar esses dois mecanismos para termorregular, enquanto animais ectotérmicos 
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dependem mais de mecanismos comportamentais. Embora os mecanismos autonômicos de 

controle da TCORP sejam vitais, os mecanismos comportamentais são essenciais para a adequada 

manutenção da TCORP e, inclusive, são recrutados antes dos mecanismos autonômicos, frente a 

um ambiente adverso, por serem eficientes e econômicos a longo prazo [105-107]. Podemos 

dividir os mecanismos comportamentais existentes em sofisticados (uso de vestimentas, 

manipulação do fogo e utilização da eletricidade para fornecimento de calor) e primitivos 

(construção de ninhos, alteração da atividade locomotora e escolha da TA de preferência). A 

importância da termorregulação comportamental é demonstrada com sucesso em um estudo 

prévio onde ratos idosos, quando mantidos a uma TA constante, não desenvolveram febre em 

resposta ao LPS, porém quando foram colocados em um gradiente térmico (sistema onde o 

animal pode se mover livremente e escolher o ambiente térmico de sua preferência) escolhiam 

uma TA mais quente e para desenvolverem febre [108].  

Os mecanismos autonômicos termorregulatórios incluem aqueles destinados a 

produzir/conservar calor e aqueles destinados a promover a perda de calor. Os mecanismos 

efetores para produção de calor incluem a termogênese por tremor nos músculos esqueléticos 

e termogênese sem tremor no tecido adiposo marrom [109]. Os mecanismos de perda de calor, 

por sua vez, são divididos em evaporativos e não evaporativos.  

O tremor é fonte de calor em animais expostos ao frio, pois desencadeia aumento do 

metabolismo basal, uma vez que o resfriamento do corpo induz atividade dos músculos 

esqueléticos em repouso.  Já a termogênese sem tremor produz calor sem atividade muscular 

via ativação simpática do tecido adiposo marrom. Este tecido está presente na região 

interescapular de mamíferos de pequeno porte e humanos neonatos e, em humanos adultos, 

encontra-se espalhado na forma de depósitos localizados nas regiões cervical, clavicular e 

para-espinhal [110, 111] 

Por outro lado, a perda de calor depende de mecanismos não evaporativos e 

evaporativos. O mecanismo não evaporativo é basicamente via vasodilatação cutânea, que 

permite a disponibilização de sangue quente para a troca de calor com o ambiente [112, 113]. 

Já os mecanismos evaporativos variam muito de acordo com a espécie estudada, nos humanos 
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e cavalos ocorre via sudorese [114, 115]; ratos e camundongos espalham saliva pelo corpo 

[105] e a ofegação é vista em cães e ovelhas [116], porém todos esses mecanismos têm como 

objetivo perder calor para o ambiente.  

A resposta termorregulatória dos ratos e camundongos é dependente não só da dose 

de LPS, mas também da TA (Fig. 3). Os mecanismos efetores da febre e da hipotermia estão 

esquematizados na Fig. 4, a qual mostra que na normotermia, o corpo mantém a TCORP em 

torno de 37,0 °C, uma vez que quedas na TA ativam os mecanismos de produção de calor, 

enquanto que um aumento na TA ativam os mecanismos de perda de calor.  Porém, frente a 

uma inflamação sistêmica moderada, os ratos têm preferência por permanecerem em um 

ambiente com temperaturas mais altas e desenvolverem febre. Neste caso o organismo ainda é 

capaz de termorregular, porém os limiares de produção/perda de calor são modulados em um 

limiar mais alto do que o observado na normotermia. No caso de uma inflamação sistêmica 

grave, os ratos têm preferência por permanecerem em um ambiente com temperaturas mais 

baixas para que a hipotermia apareça. Neste caso o organismo também é capaz de 

termorregular, porém os limiares de produção/perda de calor são modulados em um limiar 

mais baixo do que o observado na normotermia [117-124].  

 

 



 29 

Com base no exposto acima, nosso grupo vem utilizando a dependência da TA sobre a 

resposta termorregulatória ao LPS para isolar o seu componente febrigênico do criogênico [124-

130]. Em um estudo recente [125], esta estratégia permitiu ao grupo demonstrar, pela primeira 

vez, que a ocorrência natural de hipotermia é mais vantajosa do que a febre em casos graves de 

inflamação sistêmica induzida por LPS ou E. coli, e ainda, que um dos principais órgãos 

preservados nesta virada de febre para hipotermia foi o pulmão. Além disso, a influência da 

temperatura neste caso só foi observada em modelos de sepse, por E. coli, onde se observou menor 

edema e infiltrado neutrofílico [125]. Porém, os mecanismos envolvidos na melhora do quadro 

pulmonar desses animais ainda são desconhecidos. 

 

1.5 FEBRE E HIPOTERMIA 

 

A febre é a elevação regulada da TCORP durante a resposta inflamatória [131], e é 

mediada inicialmente via prostaglandina (PG) E2, derivada principalmente de células de Kupfer 

e macrófagos alveolares [132]. Este mediador inflamatório é derivado do ácido araquidônico e 

COX-2 e induz, via neurônios específicos, o sistema nervoso simpático a liberar norepinefrina, 

que aumenta a termogênese e vasoconstrição, e acetilcolina, que estimula a termogênese sem 

tremor pelos músculos esqueléticos levando ao aumento da taxa metabólica, ambos os 

mecanismos resultam no aumento da TCORP [133]. Um estudo mostrou que um inibidor 

específico da COX-2 (NS398) bloqueou a febre bem como a elevação da PGE2 no cérebro em 

resposta a injeção intraperitoneal de LPS. Outro trabalho demonstrou que camundongos 

deficientes do gene da COX-2, ao contrário de camundongos deficientes no gene da COX-1, não 

desenvolveram febre quando injetados sistemicamente com LPS [134].  

Sabe-se que o desenvolvimento da febre é dependente do sistema nervoso central, mais 

especificamente da área pré-óptica [135]. Quanto ao desenvolvimento de hipotermia, Almeida 

e colaboradores [136] demonstraram que a resposta hipotérmica também pode ter um 

componente central. Neste estudo, a inflamação sistêmica foi induzida por injeção intravenosa 

de LPS em uma dose baixa, que induz a febre, e uma dose alta capaz de induzir choque e 

hipotermia, para avaliar o efeito de lesões em estruturas hipotalâmicas no comportamento 

termorregulatório dos animais. A região do núcleo dorsomedial (DMH) lesado, inibiu o 

comportamento de preferência pelo frio e o desenvolvimento da hipotermia, mas não afetou a 

febre. Estas evidências sugerem, portanto, que ambas as respostas termorregulatórias 

evoluíram paralelamente e não uma dependendo da outra. 

Em contraste com os mecanismos imune-neurais febrigênicos já bem conhecidos, os 

mecanismos imune-neurais que desencadeiam a hipotermia ainda são pouco esclarecidos. O 

que se sabe até então, é que o mediador inflamatório TNF-α parece ser relevante para o 

desenvolvimento dessa resposta, tanto no modelo de endotoxemia como no modelo de sepse 

induzida por ligação cecal e perfuração. Um estudo demonstrou que [137] enquanto baixas 

doses de TNF-α causam febre, doses intermediárias a altas causam hipotermia. Além disso, 

outro estudo [138] demonstrou que camundongos nocautes para receptor de TNF-α 

desenvolviam febre e uma hipotermia mínima durante a sepse, demonstrando um possível 
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papel do TNF-α como um mediador criogênico ou antipirético endógeno. Diante desses fatos, 

pode ser que a hipotermia seja decorrente de uma amplificação pró-inflamatória e não de uma 

ativação de mecanismos antipiréticos endógenos. Como exemplo, tem-se que substâncias anti-

inflamatórias como os glicocorticoides limitam não só o desenvolvimento de febre, mas 

também o desenvolvimento de hipotermia frente à inflamação sistêmica [139, 140]. 

Outro ponto relevante a ser mencionado é a participação de prostanoides em 

respostas termorregulatórias. Como mencionado anteriormente sobre o papel chave da PGE2 

produzida via COX-2 na indução da febre, já existem algumas poucas evidências do papel de 

mediadores lipídicos na promoção da hipotermia. Em um trabalho ainda não publicado, mas 

apresentado em forma de resumo, foram avaliadas as propriedades termorregulatórias dos 

prostanoides primários e de alguns de seus produtos, todos administrados intravenosamente 

ligados à albumina. A PGD2 e a PGI2 apresentaram atividade criogênica, porém, a hipotermia 

induzida pela PGD2 foi a mais pronunciada e consistente. A propriedade criogênica da PGD2 foi 

inicialmente descrita por Ueno e colaboradores [141] e, desde então, foi reproduzida algumas 

vezes, inclusive em um estudo do nosso laboratório no qual a PGD2 foi administrada 

intracerebroventricular [124]. 

O primeiro estudo bem controlado que mostrou que ratos preferem permanecer em 

um ambiente mais frio e desenvolver hipotermia só foi feito em 2006, ou seja, é um estudo 

relativamente recente, mas que foi importante para embasar a hipótese de que a hipotermia 

pode ser uma resposta natural e, possivelmente, uma estratégia do organismo que permite 

conservação de energia, frente a formas mais graves de inflamação sistêmica, quando o custo 

energético da febre se torna uma ameaça ao hospedeiro [136]. Posteriormente, o valor 

biológico da virada de febre para hipotermia foi demonstrado em 2012, quando Liu e 

colaboradores tiraram vantagem da dependência da TA para impedir o aparecimento de febre 

em ratos sépticos. Neste experimento foi visto que a hipotermia diminuiu a mortalidade, 

protegeu fígado, rins e pâncreas, além de atenuar a lesão pulmonar por diminuir o infiltrado 

inflamatório neste órgão [142].  

Com base nos dados desse trabalho, desenvolvido previamente por nosso grupo, 

buscamos entender como a temperatura poderia estar alterando a resposta imunológica, e 

encontramos na literatura ou dados controversos, ou abordagens de aquecimento ou 

resfriamento forçado, que não refletem o que acontece na sepse. 

 

1.6 IMPACTO DA TEMPERATURA SOBRE A IMUNIDADE 

 

Todos os processos que ocorrem em um organismo necessitam de uma temperatura 

adequada, inclusive a ativação do sistema imunológico. Por isso, inúmeros experimentos 

buscaram elucidar o impacto da temperatura sobre a imunidade, porém a grande maioria deles 

focou nos efeitos da febre. Estes trabalhos apontaram que o estresse térmico mediado por altas 

temperaturas atua nos neutrófilos, estimulando a liberação dessas células da medula-óssea 

para a circulação [143-145], e promovendo o recrutamento de neutrófilos para os pulmões e 

outros sítios infecciosos de maneira dependente de CXCL8 [146]. Ainda, o estresse térmico 
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atua sobre os neutrófilos aumentando a produção de ROS e, consequentemente a atividade 

microbicida dos neutrófilos [147, 148]. O calor potencializa a fagocitose por macrófagos e 

células dendríticas e aumenta a responsividade dessas células contra patógenos invasores, 

uma vez que aumenta a expressão de TLR2 e TLR4 [149, 150]. O estresse térmico mediado por 

altas temperaturas também induz a liberação de moléculas imunomoduladoras como TNF-α, 

NO e HSP70. Foi também observado aumento na expressão de moléculas de MHC de classe I e 

II, assim como moléculas co-estimulatórias (CD80 e CD86) em macrófagos [151-154]. Células 

dendríticas expostas ao calor são apresentadoras de antígeno mais eficientes e direcionam a 

polarização para uma resposta Th1 (121). Juntos, esses dados sugerem que a febre exacerba 

todas as funções do sistema imune inato, sem nenhum mecanismo seletivo aparente. Porém, 

esses trabalhos utilizaram metodologias de aquecimento que fogem ao que é observado na 

febre em um contexto de inflamação. Eles empregaram modelos denominados febrile-range 

temperatures ou heat stress, nos quais, as células são submetidas a TA que variam de 39,5 °C até 

43 °C, ou ratos permanecem em ambientes com temperaturas iguais ou maiores que 40 °C 

[155-157]. Além dessas temperaturas não serem comumente observadas em ratos com sepse, 

esse aumento que é observado na TCORP do animal não é uma febre regulada em resposta à 

indução de inflamação sistêmica, é um fenômeno desregulado, pois o animal simplesmente não 

está termorregulando, uma vez que não tem mais capacidade de perder calor para o ambiente. 

Por outro lado, os poucos trabalhos dedicados a entender os impactos da hipotermia 

na função imune aplicaram abordagens de resfriamento que pode não refletir a situação na 

sepse, pois utilizaram como referência uma classificação clínica, comumente relacionada à 

hipotermia forçada terapêutica ou acidental, na qual a hipotermia pode ser denominada como 

branda (32°C ≤ TCORP ≤ 34°C), moderada (31°C ≤ TCORP ≤ 28°C) ou profunda (TCORP ≤ 27°C). O 

grande problema de utilizar essas faixas de temperatura para estudar parâmetros imunes é 

que elas não correspondem a uma faixa fisiológica, uma vez que frente a uma infecção, a TCORP 

raramente cairá mais do que 2 °C abaixo da TCORP normal em ratos com sepse [125]. A 

utilização de hipotermia forçada como metodologia para estudar a influência da temperatura 

sobre o sistema imune gerou inúmeros estudos com dados muito contraditórios. Noguchi e 

colegas [94] e Abdul-Khaliq e colegas [95] relataram que a indução de hipotermia branda, em 

células desafiadas com LPS, resultou na diminuição da expressão de NF-kB e 

consequentemente diminuição da liberação de citocinas pró-inflamatórias como IL-6, IL-1β e 

TNF-α o que levou a atenuação da inflamação. Por outro lado, estudos que utilizaram a mesma 

abordagem de resfriamento [96, 97] mostraram o oposto: aumento na fosforilação de IKKα e 

IKKβ, aumento na expressão de NF-kB e aumento de IL-1β e TNF-α. Além disso, outro grupo 

[93] observou que embora a expressão de NF-kB estivesse diminuída na hipotermia branda, a 

liberação de IL-6 e a expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 estavam aumentadas, 

indicando que além de potencializar a inflamação a hipotermia ainda estava mantendo a 

viabilidade celular por  mais tempo que o normal.  
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Este trabalho propõe uma abordagem experimental inovadora capaz de tirar vantagem 

da dependência da TA e da gravidade da sepse para permitir ou impedir o desenvolvimento da 

hipotermia. Mais especificamente, foram introduzidas alterações não extremas de temperatura 

que permitiram ao rato termorregular e desenvolver febre, quando submetidos a TA de 30 °C, ou 

hipotermia regulada, quando expostos a TA de 22 °C. Outra metodologia diferencial deste 

trabalho foi manter as células acondicionadas em estufas com TA que correspondiam a TCORP 

observada no rato quando este apresentou febre ou hipotermia. Portanto, foram aplicadas 

temperaturas de cultivo com apenas 2,5 °C de diferença para estudar a influência da febre ou da 

hipotermia na função das células, o que difere bastante dos trabalhos prévios que utilizam um 

delta de temperatura de até 13 °C [155, 158]. 
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2  OBJETIVOS 

 

Este trabalho apresenta quatro objetivos cuja finalidade foi entender melhor a 

hipotermia na sepse. Pra isso, foi inicialmente realizado um estudo clínico retrospectivo, em 

pacientes sépticos, hipotérmicos e que não foram submetidos a protocolos de aquecimento 

ativo. Em seguida, um modelo experimental de sepse grave monobacteriana foi desenvolvido 

com o intuito de compreender os mecanismos pelos quais a resposta hipotérmica impacta a 

imunopatologia da sepse grave. 

  

OBJETIVO 1: Caracterizar a dinâmica da resposta hipotérmica em um grupo raro de 

pacientes sépticos que não foram submetidos ao aquecimento ativo. Averiguar se disfunções 

fisiopatológicas comuns (choque circulatório e disfunção respiratória) ou intervenções 

farmacológicas desencadearam o início da hipotermia. 

 

OBJETIVO 2: Desenvolver um modelo experimental de sepse grave monobacteriana 

bem controlado, reproduzível e sem mortalidade, no qual o aparecimento da hipotermia fosse 

regulado e duradouro. Este seria um modelo de sepse experimental ideal para avaliar a relação 

entre mecanismos imunológicos e respostas termorreguladoras. 

 

OBJETIVO 3: Avaliar como a hipotermia decorrente de uma peritonite induzida por E. 

coli altera a função pulmonar dos ratos. Ainda, o impacto sobre o recrutamento e a viabilidade 

dos neutrófilos no sítio primário e também nos pumões dos ratos foi investigado.  

 

OBJETIVO 4: Elucidar como a hipotermia regula a resposta imune inata e, 

consequentemente o controle da infecção. O efeito da temperatura sobre a regulação da 

atividade microbicida de macrófagos e neutrófilos foi avaliado in vivo e in vitro.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ESTUDO CLÍNICO RETROSPECTIVO 

 

Com a aprovação do Comitê de Ética Institucional, os dados utilizados foram extraídos 

dos prontuários da UTI adulta do Hospital da Universidade de São Paulo (São Paulo, SP, Brasil). 

Consecutivamente, cinquenta pacientes que atenderam ao critério de inclusão tiveram os 

dados de seu prontuário coletados a partir de um banco de dados aleatório de pacientes 

diagnosticados com sepse de acordo com os critérios da Surviving Sepsis Campaign [2, 159-

161], durante o período de 03/2005 a 08/2012. O critério de inclusão foi a presença de 

hipotermia, quer no momento do diagnóstico da sepse ou em uma fase posterior da 

permanência na UTI. A termometria axilar foi o método padrão de medida da TCORP utilizado. 

Foi utilizado um termômetro digital com intervalo de 32,0 a 42,9 °C. De acordo com as atuais 

orientações, o limiar da TCORP para aparecimento de hipotermia na sepse é 36.0 °C [161], sem 

restrições a algum método específico de termometria. No entanto, porque a termometria axilar 

poderia subestimar a TCORP em até 0,5 °C [162], foi adotada uma abordagem mais conservadora 

para a detecção de hipotermia, segundo a qual os valores entre 35,5 °C e 36,0 °C foram 

considerados como hipotermia somente quando precedidos, no mesmo episódio, de pelo 

menos uma medição de 35,5 °C ou menor. Dados de frequência cardíaca e pressão arterial 

foram compilados temporalmente. Dados de frequência respiratória também foram coletados, 

mas somente quando a hipotermia aparecia em um paciente que não estava sob ventilação 

mecânica. Conforme a política adotada pela UTI, o reaquecimento ativo não foi empregado para 

combater a hipotermia espontânea nos pacientes sépticos. Métodos de resfriamento forçado 

para a indução de hipotermia "terapêutica" também não foram usados. Um critério de exclusão 

pré-determinado foi a presença de tumores cerebrais ou queimaduras extensas, mas nenhum 

dos pacientes apresentou qualquer uma dessas condições. As seguintes características gerais 

dos pacientes foram reunidas: sexo, raça, idade, fonte de infecção, microrganismo infectante, 

escore APACHE II na admissão, duração da permanência na UTI, e o estado geral no momento 

da alta da UTI. As tabelas com os dados foram construídas de modo a avaliar se qualquer uma 

das características gerais previam um menor ou um maior número de episódios hipotérmicos 

por paciente, e os resultados foram avaliados estatisticamente pelo teste de qui-quadrado de 

Pearson. Além disso, um modelo de correlação tridimensional foi criado pelo método de 

Krigagem para avaliar o potencial de interação entre o escore APACHE II, o período de 

internação na UTI e o número de episódios de hipotermia por paciente. 

Os dados de TCORP estavam relatados a cada 2 h, com medições ocasionais em 

intervalos de 4 h. Cada episódio hipotérmico foi classificado como transitório ou terminal, onde 

“transitório” foi definido como a hipotermia seguida por TCORP acima de 36,0 °C durante pelo 

menos 2 h antes da alta da UTI, e “terminal” foi definido como um episódio de hipotermia a 

partir do qual um paciente nunca se recuperou. Episódios transitórios foram ainda 

caracterizados de acordo com a TCORP mínima alcançada e o tempo de recuperação, este último 

definido como o espaço de tempo entre a menor medida de TCORP até uma medida de 36,0 °C ou 
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maior. Foi investigado também se o desenvolvimento de hipotermia foi relacionado com a hora 

do dia. 

Para avaliar a relação entre o período de internação e o desenvolvimento de 

hipotermia, foram realizadas duas análises. A primeira análise consistiu em comparar o 

número de episódios de hipotermia observados durante as primeiras 24 h e as últimas 24 h de 

internação na UTI; sobreviventes e não sobreviventes foram incluídos nesta análise. Um 

procedimento de bootstrap (geração de amostras aleatórias computorizada) foi utilizado para 

construir o intervalo de confiança de 95% para cada grupo. A segunda análise foi focada em 

não sobreviventes, e avaliou se as tendências de redução nas temperaturas corporais 

precederam o momento da morte. 

Em seguida, foi investigado se o início de hipotermia foi temporalmente associado ao 

choque ou disfunção respiratória. O primeiro ponto de cada episódio hipotérmico foi utilizado 

para esta análise; episódios incompletos foram excluídos (episódios em curso no momento do 

diagnóstico de sepse). A presença de choque foi inferida quando a pressão arterial média 

estava ≤ 60 mmHg, apesar de reanimação adequada com líquidos, ou da utilização de 

vasopressores como a noradrenalina. A presença de disfunção respiratória foi inferida a partir 

da utilização de ventilação mecânica de pressão positiva através de um tubo endotraqueal. Um 

procedimento de bootstrap foi executado para estimar os intervalos de confiança de 95% para 

a frequência de episódios hipotérmicos que foram desenvolvidos na ausência ou presença de 

choque ou disfunção respiratória. 

Em seguida, foi pesquisada as relações entre o uso de medicamentos e o início da 

hipotermia. O intervalo de tempo entre a última administração de uma droga antipirética e o 

início do episódio hipotérmico que se seguiu foram calculados. O ponto de corte do tempo de 

resposta da droga foi fixado em 12 h. Uma análise diferente foi empregada para todos os outros 

medicamentos: tal análise foi menos precisa em relação ao tempo, pois comparou o uso de 

drogas no dia de um episódio de hipotermia em relação ao uso em dias adjacentes, livres de 

hipotermia (anteriores e posteriores). Os intervalos de confiança de 95% para o uso de drogas 

foram construídos por um procedimento bootstrap. As análises estatísticas foram realizadas no 

software Matlab, com exceção da correlação tridimensional, que foi feita em Origin Pro 7.5. 

 

3.2 ESTUDO EXPERIMENTAL 

 

3.2.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos (peso médio 260 g) provenientes do Biotério 

Central do Instituto de Ciências Biomédicas (protocolo Comitê de Ética 128, folha 11, livro 03) 

para a realização dos experimentos. Os animais foram acondicionados em caixas com 

maravalha (2 a 4 animais/caixa) com água e ração ad libitum em sala com temperatura média 

de 26 °C e ciclo de claro/escuro (12:12 h). Após o procedimento cirúrgico até o final do 

experimento, cada rato ficou em caixa individual. Todos os animais foram manuseados 

diariamente. 
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3.2.2 Padronização do inóculo para indução do modelo de sepse 

 

Para a padronização do modelo de sepse, foram testadas duas cepas de bactérias 

gram negativas: E. coli (cepa ATCC 25992) e Pseudomonas aeroginosa (cepa ATCC 27853), 

sendo ambas isoladas de pacientes com sepse. Antes de utilizar as bactérias, a curva de 

screscimento bacteriana foi padronizada, pois é com esta curva que se determina a fase de 

crescimento exponencial da bactéria (período de crescimento ideal para inoculação da 

bactéria). Para isso, o tempo de crescimento bacteriano em relação à quantidade de bactéria foi 

determinado: as bactérias foram inicialmente colocadas em 5 mL de meio líquido Luria-Bertani 

(LB broth) e incubadas por 15 h à 37 °C sob agitação constante. Em seguida foi feito o repique: 

10 µL da solução (meio LB broth + E. coli) foram adicionados a 4.900 µL de meio LB broth. Esta 

nova solução foi também colocada em estufa à 37 °C sob agitação constante e 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 

24 h após a incubação, esta solução foi coletada e plaqueada em ágar McConkey para contagem 

de colônias de bactéria. Após 24 h a quantidade de colônias presentes na placa é contada e 

calculada, sendo que o cálculo leva em consideração a diluição, a quantidade de solução 

utilizadas no plaqueamento e o número de colônias contabilizadas. Na Fig. 5, está 

exemplificada a curva de crescimento da E. coli, sendo que na Fig. 5A foi plotada a curva de 

absorbância em relação ao tempo do crescimento. Neste caso, a fase de crescimento 

exponencial estava entre 4 e 5 h, com absorbância entre 0,7 a 0,9. Com esta absorbância 

conseguimos cerca de 1 x 109 CFU/mL de E. coli em cada alíquota (Fig. 5B). Porém, para 

calcular com precisão a quantidade de bactéria foi feita uma regressão linear no software 

Origin Pro 7.5, esta regressão proporcionou os valores das constantes slope (ou coeficiente 

angular) e intercept (ou interceptação da reta com o eixo vertical) utilizados para concluir a 

equação linear y = a+bx; onde y representa logCFU; a representa o coeficiente linear; b 

representa o coeficiente angular e x representa a densidade óptica que foi lida no 

espectrofotômetro (Fig. 5C). Foi padronizada uma curva de crescimento para E. coli e uma 

outra curva para P. aeruginosa. 

Para preparar o inóculo que seria utilizado no dia da indução da sepse ou na cultura 

celular, uma alíquota da bactéria (que já havia sido previamente congelada em meio LB broth) 

foi descongelada e 10 µL desta solução foi adicionada a 4.900 µL de meio LB broth. Esta solução 

foi incubada à 37 °C sob agitação constante por 15 h. Em seguida, 10 µL dessa nova solução foi 

novamente adicionada a 4.900 µL de meio LB broth e incubada por 5 h à 37 °C sob agitação 

constante. Ao final, foi retirado 1 mL desta solução e lido em espectrofotômetro na densidade 

óptica de 600 nm. O valor obtido foi adicionado a equação, previamente padronizada, para 

calcular a quantidade de CFU/mL necessários para inocular a quantidade de bactéria que 

correspodesse a dose de interesse. 
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3.2.3 Cirurgia para inserção de cateter peritoneal, arterial e sensor de telemetria 

 

Sete dias antes do experimento, os ratos foram submetidos à cirurgia para 

implantação do probe de telemetria i.p.: dados de TCORP em tempo real; cateter i.p.: inoculação 

de Poly I:C e bactéria; e cateter arterial: coleta de sangue para gasometria. Para tal 

procedimento, os animais foram anestesiados por sistema a gás contendo 5% de isoflurano em 

1 L/min de oxigênio e mantidos em mesa cirúrgica com temperatura e volume de anestesia 

controlados (2 - 2,5% de isoflurano em 1 L/min de oxigênio). No início da cirurgia, todos os 

animais receberam o antibiótico Enrofloxacino (5 mg/kg s.c.) e o anti-inflamatório analgésico 

Cetoprofeno (5 mg/kg s.c.). Uma incisão longitudinal foi feita na região ventral esquerda do 

pescoço. A artéria carótida esquerda foi exposta para implantação de cateter de poliuretano 

(BPU-T30, Instech Solomon, Plymouth, PA, EUA) até a aorta descendente. O cateter, 

posteriormente utilizado para coleta de sangue arterial, foi fixado por meio de suturas à 

artéria, exteriorizado pela nuca e preenchido por solução de glicerol heparinizado 500 U/mL 

(lock solution) para evitar coagulação sanguínea e entupimento. 

No mesmo procedimento, foi inserido também um catéter i.p. para a inoculação 

bacteriana e um sensor de telemetria necessário para o monitoramento de TCORP e atividade 

locomotora (modelo TA10TA-F40, Data Sciences International, St. Paul, MN, EUA). Para isso, 

uma laparotomia foi realizada e os músculos da cavidade abdominal separados. O modelo 
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TA10TA-F40 requer apenas que o sensor fique acomodado na cavidade abdominal. Nesse 

momento, o cateter i.p. atravessando o músculo foi colocado e exteriorizado sob a pele até a 

nuca do rato. Em seguida, o abdômen foi fechado por sutura em camadas (músculo e pele).  

Os animais ficaram em câmaras climáticas com TA de 27 °C para recuperação da 

cirurgia por 24 h. No dia seguinte à cirurgia, os ratos receberam Enrofloxacino (5 mg/kg s.c.) e 

Cetoprofeno (5 mg/kg s.c.). Os cateteres de poliuretano foram lavados com solução salina 0,9% 

e preenchidos novamente com solução de glicerol heparinizado 500 U/mL no primeiro e 

quinto dias pós-cirurgia.  

 

3.2.4 Sistema experimental e indução da sepse 

 

Exatamente 24 e 48 h antes da inoculação da bactéria, os animais receberam Poly I:C 

0,5 mg/animal/dia como “priming” para indução da resposta inflamatória, sendo que durante 

estas inoculações os animais permaneceram em TA de 25 °C. No dia de indução da sepse, os 

cateteres i.p. e arterial dos animais saindo pela nuca foram conectados a extensões de 

polietileno (BPE-T50, Instech Solomon, Plymouth, PA, EUA) preenchidos com solução salina 

0,9% e conectados a uma seringa de 1 mL.  Em cada rato foi vestido uma jaqueta contendo uma 

mola de metal (CIH105 Covance Infusion Harness, Instech Solomon, Plymouth, PA, EUA) para 

proteger os cateteres de mordidas. A extensão menor (0,1 mL) do cateter saindo pela mola foi 

conectada à parte inferior do swivel (Instech Solomon, Plymouth, PA, EUA) preso a um braço 

móvel conectado às cubas experimentais. A extensão maior (0,3 mL) saiu da parte superior do 

swivel para o exterior da câmara. Cada cuba experimental contendo um rato foi colocada sobre 

um receptor de sinal de frequência de rádio dentro da câmara climática (Environmental Growth 

Chambers, Chagrin Falls, OH, EUA) com temperatura ajustada para 22 °C ou 30 °C, de acordo 

com o delineamento experimental.  

A indução da sepse foi feita por administração i.p. de E. coli com prévia sensibilização 

de Poly I:C. No dia anterior ao experimento, o inóculo de E. coli foi preparado como descrito 

anteriormente e a dose de 1 x 108 CFU/mL/animal, em volume final de 0,5 mL, foi preparada. O 

volume final foi colocado em seringas estéreis conectados aos cateteres i.p. e infundido durante 

5 h a uma taxa de 0,1 mL/h.  

A TCORP e atividade locomotora foram monitoradas telemetricamente através do sinal 

emitido pelo sensor implantado na cavidade abdominal e recebido pelo receptor de sinal sob 

as cubas experimentais ligados ao software de aquisição da Data Sciences International. Os 

dados da telemetria foram coletados desde o início do experimento até 20 h após o início da 

indução da sepse. 

 

3.2.5 Gradiente térmico 

 

Um gradiente térmico de seis canais foi utilizado para verificar a TA de preferência dos 

animais com sepse. As paredes e chão do gradiente foram construídos de alumínio (12 mm de 

espessura) soldado para formar seis canais paralelos, cujas extremidades faziam contatos com 
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dois tanques (banhos). Cada corredor (200 cm comprimento x 12 cm largura x 20 cm altura) 

possuía uma grade (que servia como piso para os ratos a serem testados), cuja altura em 

relação ao chão de alumínio era ajustável e era coberto por uma tampa feita de acrílico. No 

presente estudo, a altura entre a grade e a tampa de acrílico foi ajustada para ser de 10 cm. O 

banho em uma das extremidades do aparato permaneceu cheio com água e foi equipado com 

duas unidades aquecedoras (PolyScience, Niles, IL); o banho da outra extremidade era 

constantemente perfundido com uma solução de etilenoglicol a 10% em água através de um 

banho com circulação externa capaz de aquecer ou resfriar (PolyScience). A mudança da 

temperatura do líquido presente em cada banho, permitiu o estabelecimento de um ambiente 

heterotérmico (gradiente de temperatura). A sala na qual o aparato foi mantido tinha um 

controle independente de TA. Ao ser usado para criar um ambiente heterotérmico (TA dentro 

do aparato de 22 °C na extremidade fria a 30 °C na extremidade quente), a TA da sala era 

ajustada para ser igual a TA desejada no meio dos canais (26 °C). Dentro de cada corredor, a TA 

foi monitorada por cinco termopares, espaçados de maneira semelhante (50 cm), e localizados 

abaixo do chão de grade. A posição dos animais foi monitorada através de 56 pares de LED 

espaçados por 3,5 cm. 

 

3.2.6 Coleta de sangue e tecido 

 

A coleta de sangue arterial foi realizada via cateter pré-implantado na artéria carótida 

5 h e 20 h após a indução de sepse. O sangue coletado foi imediatamente colocado em cartucho 

específico para medir gasometria. 

O sangue venoso foi coletado implantando cateter na veia jugular após a eutanásia do 

rato com tiopental sódico 100 mg/kg i.p. Esse sangue foi colocado em tubo com heparina e o 

plasma foi separado para posteriores dosagens de citocinas. Ainda, os leucócitos totais foram 

isolados para marcação com anticorpos e análise de citometria. Essa metodologia foi utilizada 

também com intuito de coletar sangue para isolamento de neutrófilos que posteriomente 

foram colocados em cultura. 

Para coleta de lavado peritoneal, foi introduzido 60 mL de PBS gelado na cavidade 

peritoneal no rato, e esta foi então massageada intensamente por cerca de 90 seg. Em seguida 

foi utilizada seringa estéril para coleta deste líquido que teve suas células totais isoladas e 

marcadas para análise em citometro de fluxo ou colocadas em cultura para posterior 

purificação de macrófagos. O líquido proveniente do peritônio foi também congelado para 

posteriores análises de citocinas. 

Após a coleta do lavado peritoneal, o animal foi aberto, e o coração e os pulmões 

foram expostos. Foi então feita perfusão no pulmão do rato com salina gelada e esse órgão foi 

em seguida coletado e congelado para futuras dosagens de citocinas ou processado para 

extração de células totais que posteriormente foram analisadas em citometro de fluxo. 

 

3.3 CULTURA CELULAR 
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3.3.1 Purificação de neutrófilos 

 

Os neutrófilos de ratos Wistar, anestesiados por sistema a gás contendo 5% de 

isofurano em 1 L/min de oxigênio, foram obtidos do sangue. Após o rato ser anestesiado, o 

sangue foi coletado via cateter jugular. Cerca de 10 mL de sangue foram retirados, via seringas 

revestidas com heparina, e transferidos para tubos cônicos de 50 mL contendo 90 µL de 

heparina em cada tubo. Inicialmente foi acrescentado ao sangue 10 mL de Dextran 6% para 

que a separação fosse realizada por sedimentação durante 40 min em TA. Após esse período, a 

maior parte das hemácias foram sedimentadas e o material em suspensão foi coletado, 

transferido para tubo cônico de 15 mL e centrifugado (300 g; 10 min; 4 °C). O pellet resultante 

foi ressuspenso em 3 mL de tampão Hank’s e colocado sobre 3 mL de Ficoll (1,077 g/mL), 

seguido de centrifugação (400g; 45min; 25 °C) para concluir a separação por gradiente de 

Ficoll. O pellet formado foi ressuspenso em tampão de lise (ACK Lyses Buffer – Gibco) e os 

neutrófilos contados na câmara de Neubauer. A confirmação da pureza dos neutrófilos foi feita 

por citometria de fluxo com anticorpo anti-RP1 (BD PharMingen, Oxford, UK) específico para 

neutrófilos de rato e a taxa média de pureza dos neutrófilos foi de 82% (Fig. 6A).  

 

 

 

3.3.2 Purificação de macrófagos 

 

A coleta de macrófagos foi feita após a eutanásia dos animais com com tiopental 

sódico (100 mg/kg). Os macrófagos peritoneais foram coletados através da injeção de 60 mL 

de PBS gelado estéril no peritônio, seguidos de massagem da cavidade abdominal e aspiração 

do conteúdo peritoneal através de seringa acoplada em agulha 18G. Os macrófagos pulmonares 

foram coletados após lavagem alveolar. Para isso, os pulmões foram removidos da caixa 

torácica do animal e cuidadosamente acoplado em um o “conector T” com 2 seringas de 60 mL: 

uma contendo de PBS gelado estéril para injetar na cavidade pulmonar e a outra vazia para 

coletar o conteúdo lavado. Ambos os conteúdos lavados (peritônio e pulmões) foram 

transferidos para um tubo cônico de 50 mL e centrifugados a 500 g, 10 min, 4 °C. O 

sobrenadante foi descartado, e o pellet incubado com tampão de lise (ACK Lyses Buffer – Gibco) 

para a lisar as hemácias. Após centrifugação, o pellet celular foi ressuspenso em 1 mL de meio 

de cultura RPMI para contagem dos macrófagos viáveis em Trypan blue na câmara de 

Neubauer. As células (1 x 106 células/poço) foram plaqueadas em 1 mL de meio RPMI 
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suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) e antibiótico em placas de 12 poços. Após 2 h 

de incubação a 37 °C e 5% de CO2, as células não aderidas foram descartadas e novo meio RPMI 

suplementado com 10% SFB foi adicionado às células aderentes. Após incubação de 24 h, as 

células que não aderiram foram descartadas e um novo meio de cultura RPMI suplementado 

com 10% SFB foi adicionado. A confirmação da pureza dos macrófagos foi feita por citometria 

de fluxo com anticorpo anti-CD68 (Novus, Littleton, USA) específico para macrófagos de rato 

após permeabilização celular. A viabilidade também foi confirmada pela baixa incorporação de 

7-AAD (Biolegend, San Diego, UK). A taxa média de pureza dos macrófagos peritoneais foi de 

90% (Fig. 6B), enquanto dos macrófagos pulmonares foi de 98% (Fig. 6C). 

 

3.3.3 Cultura celular e estímulos 

 

Os neutrófilos purificados do sangue e os macrófagos purificados do lavado peritoneal 

foram colocados em placas de cultura de 12 poços. A quantidade final de 1 x 106 células por 

poço foi colocada em 1 mL de meio RPMI ou tampão Hank´s e permaneceram por 30 min à 

TCULT de escolha para o experimento (TCULT = 36,0 °C; mimetizando hipotermia e TCULT = 38,5 °C; 

mimetizando febre). Em seguida o estímulo adequado foi adicionado a cultura que permaneceu 

incubada por 1h ou 4h, dependendo do ensaio a ser realizado. Foram utilizados como estímulo 

E. coli (Multiplicidade de infecção (MOI) igual a 1), LPS - cepa 0127:B8 (500 ng/mL) ou PMA 

(100 nM), sendo que células incubadas com E. coli não foram cultivadas em meio com 

antibiótico.  

 

3.4 MEDIDAS 

 

3.4.1 Gasometria 

 

Após 5 e 20 h do início da infusão, 100 µL sangue arterial foi coletado via cateter 

previamente implantado e colocado em cartucho capaz de mensurar níveis de pressão parcial 

de oxigênio arterial (PaO2), pressão parcial de gás carbônico (PaCO2), saturação de oxigênio 

arterial (SaO2), bicarbonato (HCO3), pH, hematócrito e hemoglobina. Essas medidas foram 

feitas através de sistema de análise portátil para gasometria iSTAT-1 e cartuchos EG7+ (Abbott 

Point of Care, Abbott Park, EUA).  

 

3.4.2 Análise fenotípica das células por citometria de fluxo 

 

Para avaliar as diferentes populações de células ou o estado funcional pela expressão 

de moléculas membranosas ou intracelulares, as células dos diferentes compartimentos 

(sangue, pulmões, lavado peritoneal e pós cultura celular) obtidas dos animais com sepse 

foram primeiramente neutralizadas com Stain buffer (BD PharMingen, Oxford, UK) por 30 min a 

4 °C. Em seguida foram lavadas com meio RPMI e centrifugadas a 400 g por 10 min a 4 °C. O 

sobrenadante celular foi desprezado e as células foram ressuspensas em meio RPMI e 
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incubadas por 30 min a 4 °C no escuro com anticorpos marcados com diferentes fluorocromos 

tais como anti-RP1 PE (BD PharMingen, Oxford, UK), anti-CD68 PE (Novus, Littleton, USA), anti-

Anexina V FITC (BD PharMingen, Oxford, UK), anti-CCR2 FITC (R&D, Littleton, USA), anti-CXCR2 

APC (R&D, Littleton, USA), anti-CD18 FITC (R&D, Littleton, USA) e anti-CD62L APC (Biolegend, 

San Diego, UK). Após nova lavagem e centrifugação as células foram ressuspensas com PBS e 

deixadas a 4 °C até a leitura, com excessão do marcador de viabilidade 7AAD (Biolegend, San 

Diego, UK) que foi adicionado às céulas 20 min antes da leitura e sem posterior lavagem. Para 

marcação intracelular, as células foram fixadas e permeabilizadas por 20 min no gelo com a 

solução Cytofix/Cytoperm (BD PharMingen, Oxford, UK). Em seguida, foram centrifugadas com a 

solução de lavagem específica e incubadas por 30 min a 4 °C com anticorpos específicos. Após 

incubação, essas células foram ressuspensas PBS e deixadas a 4 °C até a leitura no citometro de 

fluxo FACsCanto (BD PharMingen, Oxford, UK). As células não foram fixadas ao final da 

marcação, foram lidas no citometro no mesmo dia do procedimento, principalmente devido as 

marcações de morte celular. Os eventos (50.000) adquiridos foram analisados com o programa 

FlowJo. As células foram analisadas inicialmente quanto ao tamanho (FSC) e a granulosidade 

(SSC) seguido de marcação específica. Os resultados foram expressos como a média da 

porcentagem ou pela intensidade média de fluorescência por célula (densidade). 

 

3.4.3 Avaliação de migração celular por quimiotaxia 

 

O efeito da hipotermia (TCULT = 36,0 °C) e da febre (TCULT = 38,5 °C) sobre a migração 

de neutrófilos foi observado em placas de Transwel (membrana porosa de 3 µM) de 24 poços 

com câmaras superior e inferior (Corning Life Science, EUA). Os procedimentos foram 

conduzidos de acordo com o protocolo descrito por Glynn et a., 2008 [163] com algumas 

modificações. Os neutrófilos purificados de sangue periférico foram colocados na densidade 1 x 

105 células em 100 µL na porção superior da câmara. Na porção inferior da câmara foi colocada 

590 µL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB. Após 30 min de pré-incubação, foi 

adicionado 10 µL do estímulo quimioatrator (50 nM de LTB4) ou apenas o diluente nos poços 

controle. Após 2 h de incubação, a câmara superior contendo a membrana foi cuidadosamente 

removida e o conteúdo superior foi descartado. As células que migraram, atravessaram a 

membrana e ficaram na parte inferior da mesma. Essa membrana foi fixada em metanol 80% 

por 20 min e coradas com 0,2% de cristal violeta por 20 min. Após remoção do excesso de 

corante, a membrana foi visualizada em microscópio e as células contadas manualmente na 

objetiva de 40 X. Os resultados expressos são referentes a contagem celular de toda a 

membrana. 

 

3.4.4 Determinação de carga, crescimento e killing bacteriano 

 

Para determinação da carga bacteriana, foi utilizada uma alíquota de 200 µL de 

sangue periférico, homogenato pulmonar e lavado peritoneal, 5 e 20 h após a indução de sepse. 

Este material foi espalhado, com auxílio de alça drigalski, em ágar McConkey e esta placa foi 
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incubada por 24 h à 37 °C. Após incubação o número de colônias de bactéria foi contabilizado e 

o CFU/mL foi calculado em relação à diluição, quantidade de material colocado na placa e 

quantidade final de colônias que cresceram na placa.  

Para calcular o crescimento bacteriano, foi colocado 1 X 106 CFU/poço de E. coli em 

placa de 12 poços com volume final de 1 mL de meio RPMI (sem antibiótico) em estufa com 

TCULT de interesse (36,0 °C ou 38,5 °C) e incubado por 5 h. Ao final da incubação o sobrenadante 

da cultura foi plaqueado em ágar McConkey e contabilizado como descrito anteriormente. A 

taxa de crescimento foi calculada como sendo a quantidade de bactéria recuperada ao final de 

5 h de incubação menos a quantidade de bactéria colocada inicialmente no poço. Esses dados 

foram plotados como fold change, que representa a quantidade de vezes que a bactéria cresceu 

em relação a quantidade inicial. 

Para calcular o killing bacteriano, foi colocado em cultura 1 X 106 CFU/poço de E. coli 

com 1 x 106 neutrófilos ou macrófagos em placa de 12 poços com volume final de 1 mL de meio 

RPMI (sem antibiótico). Essa placa foi colocada em estufa com TCULT de interesse (36,0 °C ou 

38,5 °C) e incubada por 5 h. Ao final da incubação o sobrenadante da cultura foi plaqueado em 

ágar McConkey e contabilizado como descrito anteriormente. A taxa de morte bacteriana foi 

calculada como sendo a taxa de crescimento menos a quantidade de bactéria recuperada ao 

final de 5 h de incubação na presença do neutrófilo ou do macrófago. Esses dados foram 

plotados como média de porcentagem. 

 

3.4.5 Ensaio de fagocitose 

 

Para avaliar a capacidade fagocítica de macrófagos e neutrófilos, essas células foram 

inicialmente isoladas conforme descrito acima. No dia do experimento, uma suspensão de 1 X 

106 células/mL em RPMI 10% SFB foram incubadas sem estímulo durante 30 min a TCULT de 

interesse (36,0 °C ou 38,5 °C). Em seguida foi adicionada E. coli fluorescente do kit comercial 

EZCell™ Phagocytosis Assay Kit Green E. coli (BioVision, San Francisco, USA) à cultura, que foi 

incubada por mais 60 min, 5% CO2, à TCULT de interesse (36,0 °C ou 38,5 °C). Ao final do ensaio 

as bactérias fagocitadas foram adquiridas em citometro de fluxo FACsCanto (BD PharMingen, 

Oxford, UK), no canal FL1 e quantificadas em software FlowJo. 

 

3.4.6 Dosagem da produção de ânion superóxido (ROS) 

 

A estimação da produção de ânion superóxido in vitro está baseada na quantificação 

espectrofotométrica da redução do ferricitocromo c para ferrocitocromo c mediada pelo ânion 

superóxido, segundo descrito originalmente por McCord e Fridovich [164]. Brevemente, uma 

suspensão de 1 x 106 macrófagos ou neutrófilos/ml em meio Hanks (pH 7.4) foi incubada na 

presença de ferricitocromo c (80 mM) e estimuladas com LPS (500 ng/mL) ou PMA (100 nM). 

Antes do estímulo, 1mM de CaCl2 também foi adicionada à cultura. No controle negativo ou ao 

final da incubação, foi adicionado, além do estímulo, superóxido dismutase (120 U/ml) que 

inibe a formação de ferrocitocromo c. As células foram incubadas 60 min, 5% CO2, à TCULT de 
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interesse (36,0 °C ou 38,5 °C). Ao final, as células foram separadas por centrifugação e as 

absorbâncias dos sobrenadantes a 550 nm foram registradas e convertidas para nmols de 

ânion superóxido gerados considerando para o ferrocitocromo c um coeficiente de extinção 

molar de 29500 M-1 cm-1 [165]. 

 

3.4.7 Expressão de óxido nítrico sintase induzida (iNOS) 

 

A presença de RNAm para o gene iNOS (ou controle interno β-actina) em macrófagos 

foi avaliada pela reação em cadeia da polimerase após transcrição reversa (qPCR) em tempo 

real. Para isso, uma suspensão de 1 X 106 macrófagos/mL em RPMI 10% SFB foi incubada sem 

estímulo durante 30 min a TCULT de interesse (36,0 °C ou 38,5 °C). Em seguida a cultura foi 

estimulada com LPS (500 ng/mL), durante 4 h, 5% CO2, à TCULT de interesse (36,0 °C ou 38,5 

°C).  

 

3.3.7.1 Extração do RNA: Ao final da cultura, o RNA total dos macrófagos foi extraído de acordo 

com as orientações do fabricante do kit de purificação RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Germany), utilizando as colunas QIAshreder para homogenização das amostras. Todo o 

processo detalhado pode ser encontrado no endereço: 

https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=f9b2e5ef-9456-431a-85ed-

2a2b9fbd503d&lang=en. Ao final do processo o RNA total foi dissolvido em água tratada com 

DEPC (30 ml) e as amostras foram quantificadas em NanoDrop (NanoDrop 2000, Thermo 

Scientific, EUA). A integridade do RNA isolado foi verificada via eletroforese em gel de agarose 

contendo brometo de etídio para revelação das bandas sob luz ultravioleta. As amostras de 

RNA total foram mantidas a -80 °C até o uso. 

 

3.3.7.2 Transcrição do cDNA: A transcrição do cDNA foi realizada em reação contendo 400 mg 

de RNA total em volume de 10 ml, previamente tratado com 1 ml de DNAse (Promega) a 37° C 

por 15 min, 75 °C por 15 min e 42 °C por 2 min. Em seguida, cada amostra recebeu 8 ml da 

mistura que continha 1 ml de oligo dT (100 mM, Exxtend), 4 ml de tampão de reação (5X first 

strand buffer), 1,5 ml de dNTPs (10 mM, Thermo Fischer Scientific), 0,5 ml de inibidor de 

RNAses (Ribolock, Thermo Fischer Scientific) e 1 ml da enzima RT (transcriptase reversa – 

MMLV, Promega); e foram aquecidos a 42 °C por 1 h, 70 °C por 5 min, 37 °C por 2 min e 

finalmente 4 °C por 15 min. Os produtos de cDNA obtidos foram mantidos a –20 °C até serem 

utilizados. 

 

3.3.7.3 Reação em cadeia da polimerase (qPCR) quantitativa em tempo real: Os primers para 

iNOS e β-actina (utilizado como gene normalizador) foram desenhados utilizando o programa 

Primer 3 (desenvolvido por Steve Rozen e Helen J. Skaletsky) e as sequências selecionadas 

foram analisadas com relação à especificidade do gene utilizando o programa BLAT 

(http://genome.ucsc.edu). 

 

https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=f9b2e5ef-9456-431a-85ed-2a2b9fbd503d&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=f9b2e5ef-9456-431a-85ed-2a2b9fbd503d&lang=en
http://genome.ucsc.edu/
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Como controle negativo, reações foram realizadas na ausência de cDNA. Cada reação 

foi realizada em duplicata e continha 3 µL de cDNA diluído 5 vezes, 6 µL de GoTaq® qPCR 

Master Mix (Promega) e 300 nM (concentração final) de primers. O protocolo consistiu de uma 

etapa de 2 min de desnaturação a 95 °C e 40 ciclos de amplificação a 95 °C por 15 s e 60 °C por 

1 min utilizando termociclador Rotor gene Q (Qiagen). A expressão gênica relativa do gene de 

interesse foi normalizada em relação à β-actina, utilizando o método 2-ΔΔCt de acordo com Livak 

e Schmittgen [166]. 

 

3.4.8 Dosagem de citocinas 

 

Para a detecção dos mediadores inflamatórios TNF-α, IL1-β e IL-10 no homogenato 

dos pulmões, lavado peritoneal e sobrenadante da cultura de macrófagos, foi utilizado o ensaio 

imunoenzimático (ELISA sandwich) padronizado (R&D, Littleton, USA). Para isso, o anticorpo 

de captura (1º Ac) foi diluído em PBS, plaqueado 100 µL/poço e incubado overnight à TA. O 

excesso de anticorpo foi removido com PBS Tween (PBST). O bloqueio foi feito com PBS 1% 

BSA (300 µL/poço) e incubação por 1 h à TA. As amostras ou a curva padrão diluída 

seriadamente (100 µL/poço) foram adicionadas após lavagens com PBST e incubadas por 2 h à 

temperatura ambiente. O anticorpo de detecção (2° Ac) foi adicionado e após 2 h de incubação 

e lavagens com PBST a Streptoavidina –HRP foi adicionada por 20 min à TA no escuro. A adição 

da solução substrato permite uma reação colorimétrica capaz de ser detectada em 

espectrofotômetro a 450 nm. 

 

3.4.9 Análise estatística 

 

Comparações estatísticas foram feitas com auxílio do programa Statistica Advanced 

8.0 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA). Os dados foram comparados usando testes com níveis de 

significância de 5% (p < 0,05). Inicialmente foi aplicado o Teste Kolmogorov-Smirnov para 

testar se os dados eram paramétricos ou não. [1] Para dados paramétricos com 2 grupos foi 

utilizado Teste t para amostras independentes; [2] para dados paramétricos com 3 ou mais 

grupos foi utilizado ANOVA; [3] para dados não paramétricos com 2 grupos foi utilizado Teste 

de Mann-Whitney e, [4] para dados não paramétricos com 3 ou mais grupos foi utilizado Teste 

de Kruskal-Wallis. Após os testes paramétricos e não paramétricos com 3 ou mais grupos foi 

aplicado o teste post hoc para identificar quais dos pares de grupos foram diferentes. ANOVA 

para medidas repetidas também foi utilizado nas análises.  
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4 RESULTADOS  

 

4.1 OBJETIVO 1: ESTUDO CLÍNICO RETROSPECTIVO 

 

4.1.1 Caracterização geral dos pacientes sépticos que desenvolveram hipotermia 

 

A princípio, foi conduzido um estudo clínico retrospectivo para caracterizar o curso 

temporal da hipotermia em um grupo raro de pacientes sépticos, que não foram submetidos a 

protocolos de aquecimento ativo quando desenvolveram hipotermia. De todos os 93 

prontuários revisados para este estudo, foram selecionados 50 que correspondiam a pacientes 

sépticos que tiveram um ou mais episódios de hipotermia durante a internação na UTI adulta 

do Hospital Universitário da Universidade de São Paulo (HU-USP). A TCORP dos pacientes foi 

medida a cada 2 h, durante toda a permanência do paciente na UTI, via termometria axilar. O 

aparecimento de hipotermia foi considerado quando a TCORP do paciente atingiu valores 

menores que 35,5 °C ou valores entre 35,5 °C e 36,0 °C, desde que estes fossem precedidos, no 

mesmo episódio, de pelo menos uma medição de 35,5 °C ou menor (Fig. 7), um valor que é pelo 

menos 0,5 °C abaixo do limiar atualmente estabelecido para o diagnóstico de hipotermia na 

sepse [2].  

 

 

 

Os pacientes foram avaliados quanto ao momento em que se tornaram hipotérmicos 

e, dos cinquenta pacientes estudados, 6 (6,5% dos prontuários revisados) exibiram hipotermia 

exclusivamente na admissão (momento em que a sepse foi diagnosticada), 15 (16,1%) tiveram 

episódios de hipotermia na admissão e em alguma outra fase posterior da sepse e 29 pacientes 

(31,2%) não estavam hipotérmicos na admissão, mas desenvolveram hipotermia em alguma 

fase posterior. É importante ressaltar que um número substancial de pacientes (31,2% dos 

prontuários revisados) não estava com hipotermia no momento da admissão, mas 

desenvolveram este fenômeno térmico em fases posteriores da sepse. Logo, a hipotermia 

parece ser mais comum na sepse do que geralmente se pensa, uma vez que estudos clínicos até 
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o momento têm avaliado o aparecimento de hipotermia somente no momento em que a sepse é 

diagnosticada [78, 93, 95-97, 167]. 

Os pacientes foram caracterizados quanto à quantidade total de episódios de 

hipotermia que tiveram durante toda a internação na UTI e, foi observado que o número médio 

por paciente foi igual a dois, e o número máximo de episódios desenvolvido por um único 

paciente foi de 12. Na tabela 2, os pacientes foram divididos entre aqueles que apresentaram 

menor (≤ 2) ou maior (≥ 3) quantidade de episódios de hipotermia e, foram então classificados 

de acordo com as características gerais do grupo. Porém, o número de episódios de hipotermia 

não foi relacionado a sexo, raça, idade, origem da infecção, classe do microrganismo infectante, 

escore APACHE II e período de internação. Além disso, a taxa de mortalidade foi de 52%, e não 

houve evidência para concluir que existiu diferença na mortalidade entre os subgrupos de 

pacientes com maior ou menor quantidade de episódios de hipotermia.  
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4.1.2 Curso temporal da hipotermia em pacientes com sepse 

 

Outro dado expressivo notado foi que apenas quatro episódios, de um total de 138, 

foram terminais. A grande maioria dos episódios (97,1%) foi transitórios, autolimitantes e 

caracterizados por oscilações bidirecionais na TCORP (Fig. 8A). Dos 138 episódios de hipotermia 

revisados, aqueles com início após o diagnóstico de sepse (117 episódios) foram incluídos em 

todas as análises, enquanto que aqueles episódios que se iniciaram na admissão (21 episódios) 

foram incluídos apenas nas análises que não exigiram nenhuma informação relacionada ao 

início da hipotermia. No presente estudo, ainda foi observado que a magnitude e o tempo de 

recuperação dos episódios de hipotermia seguiram distribuições não normais exibindo 

respostas menos pronunciadas e mais curtas. Além disso, não houve diferença óbvia nos perfis 

de distribuição para esses episódios de hipotermia que ocorreram no momento do diagnóstico 

da sepse (Fig. 8B) e para aqueles com um início mais tardio (Fig. 8C). Os 10°, 50° e 90° 

percentis para as temperaturas corporais mínimas alcançadas durante um episódio estavam 

em 34,3, 35,1 e 35,5 °C, respectivamente, enquanto os 10°, 50° e 90° percentis para o tempo de 

recuperação estavam em 2, 6 e 15 h, respectivamente. 

Durante os episódios de hipotermia, a frequência cardíaca caiu junto com a TCORP em 

76,6% dos pacientes; a mediana do coeficiente angular da correlação linear foi positiva (4,6 

bpm/°C) e significativamente diferente de zero (p = 0,0004). Não houve relação detectável da 

TCORP com a pressão arterial ou a frequência respiratória. 
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4.1.3 Associação entre hipotermia, gravidade da sepse e óbito 

 

Já foi mencionado anteriormente que o sistema de pontuação utilizado para estimar 

mortalidade (escore APACHE II) e o tempo de permanência na UTI não tiveram relação com o 

número de episódios de hipotermia quando considerados de forma independente (Tabela 2). 

Curiosamente, quando avaliados juntos, os dois foram correlacionados diretamente ao número 

de episódios de hipotermia, indicando que pacientes sépticos mais graves que permaneceram 

mais tempo na UTI apresentaram mais episódios de hipotermia (Fig. 9). Em outras palavras, 

este resultado incute que a associação entre uma maior taxa de mortalidade em pacientes 

sépticos e aparecimento de hipotermia, observada em vários estudos prévios [94, 95, 97], seja 

simplesmente devido ao fato de que a hipotermia apareceu com maior frequência em pacientes 

mais graves que perduraram mais tempo na UTI, e, obviamente, o aumento da gravidade da 

sepse está diretamente relacionado a um maior número de óbitos. Os estudos citados acima, 

embora não tenham correlacionado, mostraram inclusive que os pacientes com hipotermia 

apresentaram maiores escores APACHE II ou SOFA, reforçando que a hipotermia não parece 

estar “piorando” a doença. 

 

 

 

As contradições entre o presente estudo, que mostrou que a grande maioria dos 

episódios não foram terminais, e aqueles que relataram consistentemente que há uma 

associação positiva entre hipotermia e mortalidade [78, 94-97, 167, 168] parecem ser devido 

ao fato de que a hipotermia não foi avaliada no momento da morte, mas sim dentro das 

primeiras 24 h após o diagnóstico. Logo, a fase de hospitalização em que o paciente se 

encontrava foi analisada, no presente estudo, e se mostrou relevante para o desenvolvimento 

da hipotermia, pois os episódios se concentraram mais nas primeiras 24 h de internação na 

UTI em comparação com as últimas 24 h (Fig. 10A). Além disso, as tendências para reduções 

na TCORP foram raras próximo ao momento da morte (Fig. 10B), e durante um período de 12 h 

que precediam o óbito, as tendências para reduções na TCORP foram observadas em apenas seis 

pacientes, enquanto que as tendências para aumento na TCORP foram observadas em 18 

pacientes (Fig. 10C). O coeficiente angular médio para as tendências foi significativamente 
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diferente de zero (p = 0,022), e apenas dois dos seis pacientes terminais com tendências 

negativas atingiram um nível hipotérmico no momento do óbito, definido como valores de 35,5 

°C ou menores (Fig. 10B).  

 

 

 

Ainda foi avaliada a relação do período do dia com o início de hipotermia e não foram 

observadas diferenças, sendo que 52,1% dos episódios tiveram início entre 00:00-11:59 

enquanto 47,9% dos episódios se iniciaram entre 12:00-23:59. Ao mudar o período do dia 

analisado não foi alterado o resultado; 57,3% dos episódios tiveram início entre 06:00-17:59 

enquanto 42,7% dos episódios se iniciaram entre 18:00-05:59. Por outro lado, quando foi 

analisada a relação da época do ano com o início da hipotermia foi visto que apenas 38% dos 

pacientes desenvolveram hipotermia nos meses quentes do ano, enquanto 62% 

desenvolveram hipotermia nos meses frios do ano, mostrando uma tendência de aparecimento 

de hipotermia quando a TA está mais baixa (a UTI estudada não era climatizada no período em 

que os pacientes estavam internados).  
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4.1.4 Influência do choque circulatório e da disfunção respiratória no 

desencadeamento da hipotermia 

 

As relações temporais entre o início de hipotermia e a presença de choque 

circulatório ou disfunção respiratória foram os próximos dados a serem avaliados, pois estudos 

anteriores relataram maior incidência de choque em pacientes que desenvolvem hipotermia 

[78, 95]. Os resultados demonstraram que quase metade dos episódios hipotérmicos começou 

quando os pacientes não estavam nem em estado de choque circulatório e nem com disfunção 

respiratória. Além disso, a probabilidade de desenvolver hipotermia não foi aumentada pela 

presença de disfunção respiratória e, surpreendentemente, durante o choque circulatório essa 

possibilidade não estava simplesmente inalterada, mas sim reduzida. A razão para essa 

redução não é clara, mas pode ter algo a ver com o fato de que pacientes em estado de choque, 

muitas vezes receberam norepinefrina, um medicamento com ações termogênicas [169] (Fig. 

11).  
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4.1.5 Influência da farmacoterapia no desenvolvimento de hipotermia 

 

Por fim, foi avaliado se a hipotermia pode ser um evento relacionado à administração 

de medicamentos ao paciente com sepse. As drogas com ação antipirética foram as primeiras a 

serem avaliadas. A Dipirona foi o antipirético utilizado com mais frequência, porém, houve 

pouca ou nenhuma sobreposição entre o tempo de administração da dipirona e o tempo do 

início da hipotermia (Fig. 12). Apenas 5,1% dos episódios tiveram início dentro do prazo 

esperado para os efeitos terapêuticos da dipirona, que acontece por cerca de 5 h em adultos 

jovens [170] e pode ser prolongada por até 75% nos idosos [171]. Infelizmente, a mesma 

análise não pôde ser empregada para os demais medicamentos, uma vez que a informação com 

o horário exato de administração destes não estava clara nos prontuários avaliados. Como 

alternativa, a frequência de uso de cada fármaco nos dias de início de hipotermia foi 

comparada com a frequência de uso em dias adjacentes, ou seja, dias livres de hipotermia. 

Além da dipirona, 113 drogas foram administradas aos pacientes, que incluem sedativos, 

neurolépticos, anticonvulsivantes, agentes paralisantes, antibióticos, anti-inflamatórios, 

analgésicos e medicamentos cardiovasculares. Para nenhum medicamento, 

independentemente de classe, a frequência de uso foi diferente nos dias de início de hipotermia 

em relação aos dias adjacentes aos episódios. Em outras palavras, o desenvolvimento de 

hipotermia foi independente do uso de qualquer medicamento. Os resultados para as drogas 

mais utilizadas estão na Tabela 3. 
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4.2 OBJETIVO 2: DESENVOLVIMENTO DO MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE 

 

4.2.1 Escolha da TA adequada para permitir ou impedir o aparecimento de hipotermia 

 

Após os surpreendentes resultados obtidos com o trabalho clínico retrospectivo, o 

próximo passo foi desenvolver um modelo experimental de sepse grave monobacteriana bem 

controlado, reproduzível e sem mortalidade, no qual o aparecimento da hipotermia fosse 

duradouro e transitório. Sabendo que o surgimento de hipotermia em animais com sepse 

depende diretamente da gravidade da infecção e da TA na qual o animal está inserido [123], o 

primeiro experimento realizado teve por objetivo determinar as TAs adequadas para permitir 

ou impedir o desenvolvimento da hipotermia. Para isso, foi necessário determinar o limite 

inferior da zona termoneutra (ZTN) do rato, dentro das condições na qual este animal estaria 

inserido durante o experimento. A ZTN é a faixa da TA na qual o metabolismo normal fornece 

calor suficiente para manter a TCORP essencialmente constante, tendo um gasto energético 

mínimo com a termorregulação [172-174]. Para determinar a ZTN, ratos Wistar foram 

colocados dentro de cubas experimentais ligadas a um sistema de medição de taxas 

metabólicas, e estas foram acondicionadas em câmaras climáticas, onde a TA poderia ser 

adaptada à escolha do experimentador. Os ratos foram mantidos em diferentes TA (19 °C, 20 °C, 

22 °C, 23 °C, 25 °C, 26 °C, 28 °C e 29 °C) por 12 h, enquanto o consumo de oxigênio (VO2) foi 

medido minuto a minuto. Ao fim do experimento a relação entre a TA e o VO2 foi avaliada e o 

limite inferior da ZTN foi definido como 25 °C. O aumento no consumo de VO2 observado indica 

que os mecanismos de produção de calor estavam ativados nessa faixa de TA, e que a 

manutenção da TCORP estava ocorrendo por meio de um gasto energético considerável, uma vez 

que o animal não se encontrava mais em uma TA confortável (Fig. 13).  

A TA de escolha para o aparecimento de hipotermia foi definida como 22 °C, ou seja, 3 

°C abaixo do limite inferior da ZTN. Por outro lado, a TA de escolha para impedir a hipotermia e 

permitir o desenvolvimento de febre foi definida como 30 °C, ou seja, 5 °C acima do limite 

inferior da ZTN. Todo o estudo experimental in vivo foi desenvolvido utilizando essas duas 

temperaturas. 
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4.2.2 Microrganismo infectante e dose adequada para indução de sepse grave 

 

O aparecimento de hipotermia só é observado em casos graves de inflamação 

sistêmica, logo a escolha da dose e do microrganismo infectante é importante para o 

desenvolvimento de um modelo adequado de sepse grave monobacteriana. Para tal, ratos 

Wistar foram previamente implantados com cateter i.p. e probe de telemetria. No dia anterior 

ao experimento, estes animais foram acondicionados nas cubas experimentais e colocados em 

câmaras climáticas a TA de 25 °C, e a TCORP do rato foi medida a cada minuto. A indução da sepse 

ocorreu via administração i.p. de E. coli ou P. aeruginosa por meio de cateter pré implantado. 

Assim que a bactéria foi administrada no rato, a TA da câmara climática foi alterada para 22 °C 

(temperatura adequada para aparecimento de hipotermia se a inflamação sistêmica fosse 

grave o suficiente). Várias combinações de dose, microrganismo e prévio-tratamento foram 

testadas e estão resumidas na Tabela 4.  
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Com a administração de P. aeruginosa na dose de 1 x 108 CFU/animal, apenas 1 rato 

apresentou hipotermia e foi observado mortalidade no grupo. Quando a dose foi aumentada 

para 2 x 108 CFU/animal, a hipotermia não apareceu em nenhum animal. Em seguida foi 

testada a inoculação de E. coli nas doses de 1 x 108 CFU/animal e 5 x 108 CFU/animal, mas em 

ambos os testes a hipotermia apareceu em pouco menos da metade do grupo e também houve 

mortalidade. Foi testada ainda uma dose um pouco mais alta de E. coli, 1 x 109 CFU/animal, e 

foi observado que a hipotermia apareceu em 75% do grupo e não houve mortalidade, porém a 

duração e a amplitude da hipotermia ainda não eram o desejado. 

A estratégia seguinte foi pré-tratar o animal, no dia anterior ao desafio principal, com 

uma dose menor da bactéria. Foi testado inicialmente um tratamento prévio com dose baixa de 

P. aeruginosa seguida de indução de sepse também por P. aeruginosa na dose de 5 x 108 CFU/h 

durante um período de 5 h. Neste caso a dose foi administrada por infusão, e a hipotermia 

apareceu em 100% do grupo, porém, assim como ocorreu com a dose mais alta de E. coli, a 

hipotermia não teve duração e amplitude satisfatória. A E. coli também foi testada desta mesma 

forma, sendo feita uma sensibilização com dose baixa de E. coli, 24 h antes da inoculação de 1 x 

109 CFU/animal. Com essa abordagem a hipotermia só apareceu em 50% do grupo. Finalmente, 

foi utilizado um mimético viral, o Poly I:C, como priming na dose de 0,5 mg/animal/dia, 

também via i.p., sendo administrado 24 e 48 h prévias ao desafio com bactéria. Neste caso, 

tanto a sepse por P. aeruginosa (5 x 108 CFU/h, durante 5 h) quanto por E. coli (5 x 108 CFU/h, 

durante 5 h) resultaram no aparecimento de hipotermia em 100% do grupo e sem 

mortalidade. Neste caso, o Poly I:C foi capaz de mimetizar uma situação clínica altamente 

relevante, na qual infecções virais predispõe pacientes à sepse bacteriana [175]. As curvas da 

TCORP dos animais mantidos a TA de 22 °C, sensibilizados com Poly I:C e desafiados com E. coli 

ou P. aeruginosa estão mostradas na Fig. 14. A sensibilização com Poly I:C seguida de infecção 

por E. coli foi o método de indução de sepse escolhido para este trabalho, pois desencadeou 

uma hipotermia mais duradoura (cerca de 10 h) e com amplitude maior (cerca de 2,2 °C).  
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4.2.3 Validação do modelo de sepse grave monobacteriana 

 

Para finalizar o desenvolvimento do modelo de sepse experimental, os ratos 

administrados com Poly I:C e E. coli foram colocados em um gradiente térmico, que é um 

sistema composto geralmente por longos corredores, cuja TA varia linearmente. Nesse sistema 

o animal por se mover livremente e escolher o ambiente térmico de preferência. O objetivo 

deste experimento foi determinar, pelo comportamento do rato, se a hipotermia que aparece 

no rato séptico é acidental ou regulada. E foi observado que, ao serem sensibilizados com Poly 

I:C e desafiados com E. coli, os animais preferiram permanecer em um ambiente mais frio (Fig. 

15B) e desenvolver hipotermia (Fig. 15A). É importante observar que a escolha pelo ambiente 

de preferência precede a queda na TCORP do rato. Este resultado é um forte indício de que a 

hipotermia que aparece não é acidental, mas sim uma resposta térmica regulada, uma vez que 

o comportamento do rato séptico se assemelha ao comportamento do rato com choque 

endotóxico. Neste modelo onde o rato é inoculado com LPS, tanto a febre quanto a hipotermia 

já foram consideradas respostas naturais ao LPS, pois os ratos injetados com baixas doses de 

LPS, quando estão livres para selecionar a TA de preferência, escolhem um ambiente quente 

onde podem desenvolver febre, e ratos injetados com doses moderadas ou altas de LPS 

preferem um ambiente frio onde podem desenvolver hipotermia [123]. 

 

 

 

Outro detalhe importante foi verificar se o desenvolvimento natural de hipotermia 

poderia ser evitado pela exposição dos ratos a um ambiente quente. Esse pressuposto foi 

confirmado, pois na Fig. 16 pode ser observado que quando os ratos foram colocados em uma 

TA de 30 °C a hipotermia foi impedida de ocorrer, dando lugar ao aparecimento da febre. Logo 

o modelo de sepse onde ratos receberam um priming com duas doses de Poly I:C (0,5 

mg/animal/dia) e, posteriormente, foram inoculados via i.p. com E. coli (1 x 108 CFU/h, 5 h) foi 

validado e utilizado em todo o estudo experimental in vivo que se segue.  

Este trabalho foi pioneiro em desenvolver um modelo de sepse experimental 

monobacteriana que permitiu uma virada de febre para hipotermia de forma natural e 
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regulada, pois até o presente momento somente trabalhos com modelo asséptico de inflamação 

sistêmica haviam mostrado este fenômeno [123, 136, 176].  
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4.3 OBJETIVO 3: IMPACTO DA HIPOTERMIA SOBRE O RECRUTAMENTO, A VIABILIDADE E A MIGRAÇÃO DOS 

NEUTRÓFILOS 

 

4.3.1 Função pulmonar dos ratos com sepse 

 

O principal órgão afetado pela sepse é o pulmão, e um estudo prévio do nosso grupo 

[142] demonstrou que este é um dos principais órgãos preservados pela virada de febre para 

hipotermia. Neste estudo ratos inoculados com E. coli apresentaram menor edema pulmonar e 

diminuição do infiltrado neutrofílico, porém nenhum estudo funcional foi realizado. Logo, 

fomos investigar se o desenvolvimento de hipotermia ao invés de febre seria importante para 

preservar a função pulmonar na sepse grave. Para isso, ratos Wistar foram previamente 

implantados com (1) cateter arterial, para coleta de sangue; (2) cateter i.p., para administração 

de Poly I:C e E. coli; e (3) probe de telemetria i.p., para medida de TCORP em tempo real. Os ratos 

foram colocados em câmaras climáticas em TA de 22 °C e a coleta de sangue arterial foi 

realizada 5 h e 20 h após a indução de sepse. Imediatamente após ser coletado, o sangue 

arterial foi posicionado em cartucho e acoplado ao aparelho iSTAT que realizou as medidas de 

gasometria, mostradas na Tabela 5. Para todos esses parâmetros medidos não observamos 

diferenças estatísticas nos animais sépticos em comparação com animais saudáveis, indicando 

que a função pulmonar estava preservada no animal séptico que teve hipotermia.  
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Ainda, fomos avaliar se existiam diferenças no comprometimento pulmonar dos 

animais que desenvolveram hipotermia (TA = 22°C) em comparação com aqueles os quais essa 

resposta foi impedida de ocorrer (TA = 30°C). A PaO2 e a SaO2 foram medidas no sangue 

arterial, 5 h e 20 h após a indução de sepse, e reduções nesses parâmetros em relação aos 

respectivos controles (animais saudáveis) foram tomadas como indício de disfunção pulmonar. 

Os resultados obtidos foram marcantes e claros ao mostrar que houve reduções tanto na PaO2 

quanto na SaO2 do grupo de ratos que não tiveram hipotermia, 20 h após o início da sepse. Esta 

mesma redução não acontece no grupo de ratos hipotérmicos, reforçando a ideia de que este 

fenômeno térmico protege a função pulmonar de ratos com sepse grave (Fig. 17).  
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4.3.2 Recrutamento e viabilidade de neutrófilos no sangue e nos sítios de infecção 

 

Os neutrófilos são as células responsáveis por desencadear danos no pulmão, que 

culminam na perda de função deste órgão [177]. Logo, o passo seguinte foi investigar se a 

função pulmonar estava preservada nos ratos sépticos hipotérmicos devido a alterações no 

infiltrado neutrofílico para este órgão. Inicialmente foi avaliado o infiltrado neutrofílico nos 

pulmões, no peritônio e no sangue dos ratos sépticos, 5 h e 20 h após a indução de sepse. A 

marcação de neutrófilos foi feita via anticorpo RP-1, que é específico para neutrófilos de ratos. 

Ainda, a morte celular dessas células foi avaliada também por citometria de fluxo via marcação 

com Anexina V e incorporação de 7AAD. As estratégias de gate utilizadas para avaliar essas 

características estão mostradas na Fig. 18.  

 

 

 

Primeiramente foi avaliado o infiltrado e a viabilidade dos neutrófilos 5 h após a 

indução de sepse, e não foram observadas diferenças entre o grupo de animais com hipotermia 

daqueles onde a hipotermia foi impedida de ocorrer (Fig. 19). 

Entretanto, 20 h após a administração de Poly I:C e E. coli, os resultados mostraram 

que a presença de hipotermia reteve os neutrófilos na circulação sanguínea, e por 

consequência, reduziu significativamente o infiltrado neutrofílico no peritônio e nos pulmões 

dos ratos. (Fig. 19A). Ainda, observamos que neste período a hipotermia promoveu redução na 

porcentagem de morte dos neutrófilos sem alterar a taxa de apoptose (Fig. 19C). Portanto, 

esses dados sugeriram que uma queda regulada na TCORP, durante a sepse, preservou a função 

pulmonar, pois impediu a migração transendotelial dos neutrófilos da circulação para os 

pulmões e peritônio. Além disso, é importante levantar a hipótese de que além de estarem com 

dificuldade para migrar da circulação para os sítios infecciosos, os neutrófilos dos animais 

sépticos com hipotermia estão morrendo menos, logo eles podem estar também com as 

atividades microbicidas comprometidas. 
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Antes de responder a questão levantada acima, foi realizado um experimento com 

neutrófilos isolados da circulação sanguínea de ratos e incubados em placas de cultura em 

diferentes temperaturas de cultivo (TCULT), com o intuito de elucidar se a redução na taxa de 

morte celular nos neutrófilos foi devido a ação direta ou indireta da temperatura sobre essas 

células. Para tal experimento, neutrófilos oriundos do sangue periférico foram isolados e 

colocados em cultura com E. coli por 5 h, com MOI  igual a 1. Essas culturas foram colocadas em 

TCULT correspondentes a TCORP do rato na situação de febre ou hipotermia. Utilizando os dados 

da curva de TCORP da Fig. 16, definimos que 38,5 °C e 36,0 °C seriam as TCULT utilizadas para 

mimetizaria as situações de febre e hipotermia, respectivamente. Após a incubação de 5 h, os 

neutrófilos foram marcados com Anexina V e 7AAD (Fig. 20A), e foi observado, de forma 

semelhante ao observado in vivo, que a morte celular dos neutrófilos estava reduzida (Fig. 

20C), embora a taxa de apoptose estivesse aumentada (Fig. 20B). Estes resultados sugeriram 

que as alterações na morte celular dos neutrófilos foi um efeito direto da temperatura sobre as 

células. Além disso, a permanência dos neutrófilos em uma temperatura correspondente a 

hipotermia desencadeou um aumento na taxa de apoptose dessas células, que é uma morte 
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celular fisiológica onde não há extravasamento do conteúdo celular para o meio extracelular, 

corroborando com o fato de que animais sépticos com hipotermia têm a função pulmonar 

preservada, pois a inflamação neste órgão estava diminuída. 
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4.3.3 Migração dos neutrófilos 

 

A migração dos neutrófilos para o sítio de infecção é mediada por uma combinação de 

processos distintos e ligados em sequência temporal [178]. Logo, foi decidido avaliar se a 

diminuição do infiltrado neutrofílico nos pulmões e no peritônio dos ratos com sepse e 

hipotérmicos era devido a alterações na expressão de moléculas envolvidas na migração dos 

neutrófilos. Para isso, células totais provenientes do sangue periférico de ratos sépticos e 

neutrófilos isolados, colocados em cultura e estimulados com E. coli foram marcados com 

anticorpos. As células marcadas com anti-CCR2, anti-CXCR2, anti-CD62L (L-selectina) e anti-

CD18 (integrinas LFA-1 e Mac-1) foram analisadas dentro da gate de RP-1 (específico de 

neutrófilos), e lidas em citômetro de fluxo como representado na Fig. 21.  

 

 

 

Os resultados revelaram que na hipotermia o receptor CCR2 diminuiu nos neutrófilos 

circulantes 5 h após a sepse e essa diminuição permaneceu por 20 h. Além disso, a diminuição 

desse receptor pode ser um efeito intrínsico da temperatura sobre os neutrófilos, pois 

neutrófilos em cultura e submetidos à hipotermia também tiveram diminuição de CCR2 após 5 

h de estímulo. Porém, é necessário ressaltar que os parâmetros alterados são diferentes entre 

as células provenientes do animal e aquelas que vieram da cultura. Enquanto a hipotermia 

levou a diminuição no número de receptores CCR2 por célula (identificado pela relação entre 

MFI e quantidade de células marcadas com o anticorpo específico) in vivo, a porcentagem de 

células expressando CCR2 foi o parâmetro que diminuiu in vitro (Fig. 22). 
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Às 20 h após a inoculação de E. coli no animal mantido em condições de hipotermia 

foi observado que o receptor CXCR2 também diminuiu e esse efeito foi novamente consistente 

em células provenientes da cultura. Porém, foi observada uma inconsistência nos dados 

dependendo do parâmetro analisado às 20 h, uma vez que o número de neutrófilos 

expressando CXCR2 pareceu aumentar na hipotermia, enquanto no número de receptores 

CXCR2 por célula diminuiu nas mesmas condições. Essa mesma inconsistência foi observada no 

receptor CD62L após 20 h de sepse, pois a quantidade de neutrófilos expressando essa 

molécula reduziu enquanto o número de CD62L expresso por célula aumentou na hipotermia 

(Fig. 22). 

O CD18 parece contribuir para a menor migração de neutrófilos na hipotermia, pois 

ele diminuiu às 20 h após a sepse e também nos neutrófilos em cultura por 5 h com E. coli. Este 

também pode ser um efeito intrínsico da temperatura sobre o neutrófilo, porém novamente os 

parâmetros afetados foram diferentes nas duas condições descritas acima (Fig. 22). Os valores 

utilizados para confeccionar a Fig. 22 estão mostrados na Tabela 6. 
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A migração dos neutrófilos pode ser totalmente independente de alterações nos 

receptores de quimiocinas e integrina, pois pode estar simplesmente refletindo diminuição na 

motilidade celular, ou seja, na capacidade do neutrófilo de andar de um local para outro. Logo, 

foi aplicado um teste de quimiotaxia nessas células para observar seu comportamento frente a 

um quimioatrator potente, o LTB4, que não é ligante de nenhuma das moléculas avaliadas na 

análise anterior. Para este teste foi usada a técnica de transwel em duas temperaturas 

diferentes (TCULTs = 36,0 °C ou TCULTs = 38,5 °C), e os resultados mostraram que os neutrófilos 

tiveram dificuldades de migrar em direção ao LTB4 na hipotermia (Fig. 23).  
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4.4 OBJETIVO 4: IMPACTO DA HIPOTERMIA SOBRE O CONTROLE DA INFECÇÃO 

 

4.4.1 Carga bacteriana nos pulmões e peritônio 

 

A sobrevida na sepse depende de um rápido recrutamento de neutrófilos para o sítio 

infeccioso bem como da atividade microbicida destes fagócitos [179]. A falência na migração 

dos neutrófilos para a cavidade peritoneal na sepse Gram-positiva e Gram-negativa resulta em 

permanência da infecção, bacteremia e morte [180, 181]. Logo, foi verificado se o menor 

infiltrado inflamatório observado nos pulmões e no peritônio dos ratos sépticos com 

hipotermia estaria tendo dificuldades em controlar a quantidade de bactérias nestes órgãos. 

Para isso, tanto o lavado peritoneal quanto o homogenato pulmonar, após 5 h e 20 h de 

infecção, foram plaqueados em ágar McConkey para quantificação de E. coli. O resultado obtido 

foi inesperado, e mostrou que embora a quantidade de bactérias, após 5 h de sepse, estivesse 

muito aumentada nos pulmões dos animais com hipotermia, este fenômeno térmico de alguma 

forma controlou a quantidade de E. coli após 20 h de infecção (Fig. 24).  
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4.4.2 Presença de macrófagos nos sítios infecciosos 

 

O controle da carga bacteriana associado ao reduzido infiltrado neutrofílico nos 

pulmões e no peritônio dos animais hipotérmicos levantou a hipótese de que poderia estar 

havendo outra célula compensando o papel inflamatório dos neutrófilos. Logo, foi investigado 

se a hipotermia estava alterando o infiltrado dos macrófagos nos pulmões e no peritônio. Para 

isso, as células totais do peritônio e dos pulmões de ratos sépticos mantidos a TA de 22 °C ou 30 

°C foram coletadas, marcadas com CD68 (marcador de proteínas lisossomais específicas de 

macrófagos) e lidas em citômetro de fluxo, 20 h após a inoculação da bactéria (Fig. 25A). 

Esperou-se uma quantidade aumentada de macrófagos nos sítios infecciosos dos animais 

hipotérmicos para suprir a falta dos neutrófilos, porém a quantidade dessas células não estava 

alterada no peritônio, e, interessantemente, ainda estavam reduzidas nos pulmões (Fig. 25B), 

assim como estavam os neutrófilos (Fig. 19A). Ou seja, mesmo em menor número os 

neutrófilos e macrófagos conseguiram controlar a infecção. 
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4.4.3 E. coli na febre versus hipotermia 

 

O controle da quantidade de bactéria nos pulmões e no lavado peritoneal dos ratos 

por um menos número de fagócitos ainda poderia ser explicado pelo fato da hipotermia estar 

atrapalhando o crescimento da bactéria. Logo, a E. coli foi colocada em meio de cultura durante 

5 h e esse experimento revelou que em TCULT de 36,0 °C essa bactéria cresce significativamente 

mais do que quando está submetida a uma TCULT de 38,5 °C (Fig. 26). Logo, a hipótese de que a 

infecção estava sendo controlada, pois a multiplicação da bactéria estaria comprometida frete a 

TA mais baixa, foi rejeitada.  
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4.4.4 Atividade microbicida dos neutrófilos e macrófagos 

 

Na hipotermia, neutrófilos e macrófagos, mesmo estando presentes em menor 

quantidade, controlaram a infecção causada por uma bactéria que apresentava um crescimento 

mais pronunciado. Esses dados fizeram com que a atividade microbicida desses fagócitos fosse 

investigada. Surpreendentemente, após 5 h de cultura com E. coli, os neutrófilos mataram 

menos bactérias enquanto os macrófagos, tanto oriundos dos pulmões quanto do peritônio, 

mataram mais bactérias a uma TCULT que corresponde a hipotermia (Fig. 27). Esse dado 

totalmente inesperado sugeriu que os macrófagos compensaram a falta dos neutrófilos 

potencializando sua capacidade microbicida na hipotermia. 

 

 

 

Com base na observação inesperada de que na hipotermia os macrófagos 

apresentaram aumento da capacidade microbicida, foi feita uma investigação para elucidar 

qual foi o mecanismo alterado nessa condição. Levando em consideração que os macrófagos 

usualmente têm uma taxa de fagocitose maior que os neutrófilos e que dependem 

exclusivamente de mecanismos microbicidas intracelulares [182], a taxa de fagocitose, a 

produção de ROS e a expressão de iNOS foram os mecanismos avaliados.  

Inicialmente, os macrófagos e os neutrófilos foram cultivados com uma E. coli 

fluorescente durante 60 min em diferentes TCULTs (36,0 °C e 38,5°C). Os resultados indicaram 

que não havia alteração na quantidade de bactérias fagocitadas pelos neutrófilos nas duas 

temperaturas avaliadas, enquanto que os macrófagos fagocitaram menos na hipotermia (Fig. 

28). 
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Para avaliar a produção de ROS em macrófagos, essas células foram estimuladas por 

60 min com LPS e PMA. Os resultados mostraram que a produção de ROS foi aumentada na 

hipotermia por macrófagos ativados com LPS e também com PMA (Fig. 29). Esses estímulos 

foram escolhidos, pois ativam as células de formas diferentes: LPS ativa via ligação ao receptor 

TLR4 presente na superfície do fagócito, enquanto PMA ativa diretamente a proteína quinase C 

(PKC). Logo, esses resultados sugeriram que o efeito da temperatura sobre os macrófagos 

ocorre downstream a ativação de TLR4 e da PKC. A hipotermia levou ao aumento da produção 

de ROS também nos neutrófilos, porém de forma menos pronunciada que nos macrófagos (Fig. 

29). Este resultado foi indispensável, pois indicou que a hipotermia alterou a produção de ROS 

de forma consistente em macrófagos e neutrófilos, porém como este mecanismo microbicida é 

mais importante para os macrófagos, esses conseguiram potencializar a sua capacidade de 

matar as bactérias.  
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Foi também avaliada a expressão de iNOS, que é a enzima responsável pela produção 

de NO e consequente liberação do agente microbicida peroxinitrito. Foi observado que após 4 h 

de cultura, os macrófagos estimulados com LPS não foram capazes expressar quantidades 

significativas dessa enzima, o que sugeriu que este não foi o mecanismo microbicida 

responsável pelo aumento da capacidade microbicida dos macrófagos (Fig. 30). 
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4.4.5 Perfil de citocinas produzidas por macrófagos 

 

Os macrófagos são importantes produtores de citocinas, que por sua vez são 

proteínas que desempenham importante papel na inflamação [183]. Além disso, estudos 

prévios mostraram que a produção de ROS pode inibir a cascata de sinalização responsável por 

induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias [184]. Dessa forma, foi feita a dosagem de 

TNF-α, IL-1β e IL-10 no lavado peritoneal, no homogenato dos pulmões e também no 

sobrenadante de culturas de macrófagos estimulados com E.coli, para entender se o efeito da 

temperatura sobre o macrófago é seletivo para produção de ROS ou é uma característica mais 

geral dessa célula. Os resultados mostraram que a produção dessas citocinas no peritônio após 

20 h de sepse, não foi diferente nos animais com hipotermia e naqueles onde a hipotermia foi 

impedida de ocorrer. Porém, nos pulmões foi visto diminuição na quantidade de IL-1β, 

aumento de IL-10, e a razão de IL-1β e TNF-α por IL-10 indicou que os pulmões se tornaram 

um ambiente mais anti-inflamatório quando a hipotermia aconteceu, corroborando com o fato 

de que o aumento na produção de ROS inibe citocinas pró-inflamatórias (Fig. 31). 
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Em seguida, macrófagos isolados dos pulmões e do lavado peritoneal de ratos naïve 

foram estimulados com E. coli nas diferentes TCULTs (36,0 °C e 38,5 °C) e após 5 h as citocinas IL-

1β, TNF-α e IL-10 foram dosadas no sobrenadante destas culturas. Os resultados mostraram 

que os macrófagos pulmonares diminuíram a produção de todas as citocinas avaliadas (Fig. 32 

A, B e C), enquanto os macrófagos peritoneais reduziram apenas IL-1β (Fig. 32A). Após 

analisar a razão entre as citocinas pró-inflamatórias com IL-10, foi observado um predomínio 

em manter o ambiente anti-inflamatório na hipotermia frente ao estímulo por E.coli (Fig. 32D 

e E), assim como visto nos resultados in vivo (Fig. 31D e E). Logo, os resultados deste estudo 

deixaram a seguinte mensagem: macrófagos matam mais ao mesmo tempo em que favorecem um 

perfil menos inflamatório na hipotermia, mostrando um refinamento mecanístico seletivo dessas 

células. 
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5  DISCUSSÃO 

 

Ao avaliar a dinâmica e outras características da hipotermia em um grupo raro de 

pacientes sépticos que não foram submetidos ao reaquecimento ativo, o presente estudo 

demonstrou que a hipotermia na sepse humana é uma resposta predominantemente 

transitória, auto limitante e não terminal. Ainda, é possível observar a presença de flutuações 

bidirecionais na TCORP dos pacientes. Juntos, os resultados foram compatíveis com a ideia de 

que pacientes sépticos com hipotermia mantem a capacidade de defender a TCORP do 

resfriamento, porém fazem isso em um limiar de temperatura mais baixo. Outra grande 

novidade deste estudo foi o fato de não haver qualquer evidência de que a hipotermia seja um 

subproduto de disfunções fisiológicas comuns (choque circulatório ou disfunção respiratória) 

ou de intervenções farmacológicas. 

É notável que as características da hipotermia em pacientes sépticos, aqui relatadas, 

se assemelham aquela hipotermia observada em ratos submetidos a protocolos de 

endotoxemia, um modelo experimental onde as manifestações termorregulatórias da 

inflamação sistémica foram mais bem caracterizadas. Neste modelo experimental, a hipotermia 

parece ser um componente próprio da resposta inflamatória sistêmica, prevalecendo sobre a 

febre quando essa inflamação se torna mais grave [185]. A hipotermia acontece precocemente 

e é geralmente transitória, além de não ser uma consequência do choque circulatório ou da 

disfunção respiratória [186]. A natureza regulada da hipotermia neste modelo experimental é 

reforçada por estudos que mostram que a hipotermia é precedida por um deslocamento abaixo 

do limiar da TCORP para a ativação de produção de calor aeróbico [123] em um momento em 

que a capacidade do metabolismo aeróbico não é comprometida [186]. Esta alteração termo 

efetora é particularmente eficaz quando associada à preferência por ambientes frios pelos 

animais com inflamação sistêmica [123, 187]. Ainda em modelos experimentais, foi visto que a 

hipotermia inicial pode ser seguida por uma hipotermia progressiva e terminal quando a 

endotoxemia é letal [123]. A forma progressiva pode ainda prevalecer sobre a forma 

transitória em outras espécies de roedores, como camundongos [188, 189]. No entanto, com 

base nos resultados do presente estudo clínico, a hipotermia precoce e regulada parece ser 

mais relevante que a hipotermia tardia e progressiva na sepse humana. 

Em estudos clínicos prévios, a prevalência de hipotermia em pacientes sépticos no 

momento da admissão foi de 9 - 21% [78, 93-97]. Um número semelhante (22,6%) foi obtido 

no presente estudo para o momento em que a sepse foi diagnosticada, porém o presente 

estudo também revelou um número substancial de pacientes (31,2%) que não estavam 

hipotérmicos na admissão, mas se tornaram hipotérmicos no decorrer da internação. Dessa 

forma, a hipotermia parece ser mais comum em pacientes sépticos do que geralmente se pensa. 

Outro ponto a ser considerado é que a hipotermia vista no início do diagnóstico de sepse e 

aquela que é desenvolvida em outro período durante a internação possam ser fenômenos 

distintos, porém esta possibilidade é enfraquecida pelo fato de que a dinâmica da hipotermia 

em seres humanos é uma resposta muito similar, independente do estágio em que ocorre. 
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Embora o presente estudo não tenha sido delineado para avaliar o quão impactante 

são os efeitos da hipotermia espontânea, alguns dos achados devem ser discutidos em relação à 

associação entre hipotermia e mau prognóstico na sepse. Inicialmente, Clemmer et al. [78] e 

Kushimoto et al. [95] relataram maior incidência de choque em pacientes que desenvolvem 

hipotermia, enquanto que o presente estudo mostrou que hipotermia e choque raramente 

acontecem simultaneamente. Uma explicação razoável para esta aparente contradição é que 

hipotermia e choque são eventos independentes, mas ocorrem em um subconjunto comum de 

pacientes. Hipotermia e choque são fenômenos observados em pacientes com sepse mais 

grave, como é evidenciado pelo maior escore tanto no APACHE II quanto no SOFA [97, 167]. Do 

mesmo modo, como já descrito acima, o escore APACHE II no presente estudo foi 

correlacionado positivamente com o número de episódios de hipotermia quando o período de 

internação na UTI foi levado em conta. O presente estudo ainda mostrou que a chance de 

desenvolver hipotermia durante o choque não está somente inalterada, e sim reduzida em 

relação aos períodos em que a TCORP do paciente está acima de 36,0 °C. O motivo para esta 

redução não está claro, mas pode ser devido ao fato de que pacientes em choque circulatório 

frequentemente recebem norepinefrina, uma droga com ação termogênica [169]. Outro ponto 

conflitante é que estudos clínicos prévios reportam consistentemente uma associação positiva 

entre hipotermia e mortalidade [78, 94-96], ao passo que o presente estudo demonstrou que a 

hipotermia é usualmente um evento não terminal. O ponto em comum parece ser o fato de que 

os estudos prévios não avaliaram a hipotermia na hora da morte, mas sim dentro de 24 h após 

o diagnóstico de sepse ou admissão no estudo. Portanto, assim como no caso de choque, a 

hipotermia pode estar positivamente associada com a mortalidade simplesmente porque 

ambas ocorrem em pacientes mais graves. A definição da hipotermia natural como um 

mecanismo adaptativo ou não, no decorrer da sepse, só poderá ser resolvida por um estudo 

prospectivo, intervencionista em que o subconjunto hipotérmico de pacientes sépticos seja 

dividido ao acaso em dois grupos: um grupo submetido a reaquecimento assim que a 

hipotermia é detectada (o padrão de cuidados em muitos hospitais); e o outro grupo com 

hipotermia correndo o seu curso natural (talvez dentro de certos limites). Curiosamente, 

quando um delineamento experimental semelhante foi aplicado em ratos com choque séptico 

induzido por E. coli, o resultado, que incluía avaliação de mortalidade, foi mais benéfico no 

grupo que foi permitido desenvolver hipotermia em comparação com o grupo em que a 

hipotermia foi prevenida [142]. 

No que diz respeito às questões metodológicas, é importante pontuar que o tipo de 

medição utilizada em estudos clínicos, que relataram casos de hipotermia na sepse, é um 

problema. Muitos deles simplesmente não descreveram como e onde a TCORP foi medida [78, 93, 

96, 167] ou, quando descreveram [95, 97], não foram medidas padronizadas, e incluíram no 

mesmo estudo temperaturas axilares, retais, arteriais e na bexiga. No presente estudo, a 

termometria axilar foi o único método de medição de TCORP utilizado, pois estava disponível nos 

prontuários revisados da UTI. A utilização de uma metodologia padronizada é uma vantagem, 

porém deve-se reconhecer que a termometria axilar tem sua limitação, uma vez que é menos 

precisa do que outros métodos mais invasivos, como a termometria via artéria pulmonar, 



 77 

bexiga e esôfago [162]. Essa limitação, no entanto, não deve ser vista como evidência de que a 

temperatura axilar não tem qualquer valor, principalmente quando é levado em consideração a 

natureza rara da amostra de pacientes investigadas no presente estudo (na grande maioria dos 

hospitais o paciente séptico é imediatamente submetido ao reaquecimento quando a 

hipotermia é detectada, logo a dinâmica desta resposta é impossível de ser descrita). Além 

disso, o erro da termometria axilar não excede 0,5 °C [162], e, mais importante ainda, o 

deslocamento permanece relativamente constante ao longo de uma ampla variedade de 

medidas de TCORP, de modo que esta medida e medidas de temperaturas em locais mais 

profundos do corpo sejam satisfatoriamente relatadas e aceitas [190-192]. Sabendo disso, 

foram definidas medidas conservadoras para evitar a inclusão de valores não confiáveis nos 

grupos hipotérmicos. Mais especificamente, foram considerados hipotérmicos somente 

pacientes que tiveram uma ou mais medidas de 35,5 °C ou menores, um valor que é, pelo 

menos, 0,5 °C abaixo do limiar atualmente estabelecido para o diagnóstico de hipotermia na 

sepse [2]. 

Outro ponto metodológico que merece ser comentado é que a TA, a qual os pacientes 

sépticos estavam submetidos, não foi avaliada nem no presente estudo (dados não disponíveis 

nos prontuários) e nem nos estudos clínicos anteriores sobre hipotermia em pacientes 

sépticos, embora isso seja essencial para o desenvolvimento de hipotermia em modelos 

murinos de inflamação sistêmica e sepse [185]. Além disso, um estudo observacional realizado 

durante a onda de calor europeia de 2003 mostrou que pacientes com infecção grave são mais 

sensíveis a mudanças na TCORP quando há mudanças na TA, do que pacientes não infectados 

[193]. Esta dependência da TA (poiquilotermia) é frequentemente vista como evidência de 

disfunção na termorregulação [194], porém essa interpretação reflete um modelo ultrapassado 

de termorregulação, segundo o qual todo termo efetor está supostamente ligado a uma única e 

integrada TCORP de referência. Este modelo foi recentemente revisado devido à constatação de 

que as funções termo efetoras são independentes entre si, e podem defender diferentes níveis 

de TCORP em uma resposta termorreguladora controlada [109, 120, 172, 195]. No caso da 

inflamação sistêmica experimental, doses de endotoxina que causam diminuição no limiar da 

TCORP, para ativação da termogênese, produzem um efeito oposto ou pouca mudança no limiar 

da TCORP para ativação dos efetores de perda de calor [123, 196]. Como consequência desta 

dissociação do limiar, a preferência térmica se torna imprescindível para determinar qual tipo 

de alteração na TCORP irá ocorrer, sendo que formas mais graves de endotoxemia estejam 

associadas à preferência por ambientes frios e o desenvolvimento de hipotermia, e formas 

menos graves esteja associadas à preferência por ambientes quentes e aparecimento de febre, 

pelo menos em ratos [136].  

Em conclusão, o presente estudo foi o primeiro a caracterizar a dinâmica da 

hipotermia espontânea na sepse humana. Os resultados podem ser uma mudança de 

paradigma para retratar a hipotermia como uma resposta transitória, auto limitante e não 

terminal, em oposição a um fenômeno desregulado e progressivo. Como discutido acima, a 

dinâmica da hipotermia séptica aqui relatada se assemelha aquela hipotermia regulada que é 

descrita em modelos animais, onde a hipotermia substitui naturalmente a febre quando a 
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inflamação sistêmica se agrava. Juntas, essas observações levam ao questionamento sobre 

quando e se o reaquecimento é realmente necessário no subgrupo de pacientes sépticos que 

desenvolvem hipotermia. Embora esta questão somente possa ser respondida com um estudo 

prospectivo e intervencional, o presente estudo promoveu dados essenciais e relevantes para 

futuros estudos clínicos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

6.1 ESTUDO CLÍNICO RETROSPECTIVO: 

 

a) A hipotermia é um fenômeno regulado, transitório e não terminal em humanos. 

 

b) Choque circulatório, disfunção respiratória e farmacoterapia não desencadeiam o 

início da hipotermia.  

 

6.2 ESTUDO EXPERIMENTAL: 

 

a) O modelo experimental de sepse grave monobacteriana desenvolvido permite ao 

rato apresentar uma hipotermia regulada quando este, além se ser submetido ao protocolo de 

sepse, também é exposto a baixas temperaturas. 

  

b) A hipotermia protege a função pulmonar na sepse e afeta a migração e a motilidade 

dos neutrófilos levando a diminuição da infiltração dessas células nos pulmões e no peritônio.  

 

c) Macrófagos de ratos apresentam maior atividade microbicida quando incubados a 

uma temperatura que corresponde à forma regulada de hipotermia (36,0°C) do que aqueles 

expostos a uma temperatura que corresponde à febre (38,5°C). Por outro lado, os neutrófilos 

respondem à temperatura de forma oposta: têm maior atividade microbicida a 38,5°C.  
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