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RESUMO

Soares CM. O papel do sistema nervoso autbnomo e do barorreflexo no curso
temporal da sepse experimental [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2022.

A sepse representa um dos principais desafios para a saude mundial
principalmente por apresentar taxas de mortalidade alarmantes, ainda piores em
paises em desenvolvimento. Sua identificacdo e tratamento precoce esta
diretamente relacionada a melhores desfechos, sendo importante cada vez mais
a conducao de estudos e divulgacdo sobre o tema. De acordo com a ultima
defini¢gdo proposta a sepse é caracterizada por “Disfung¢ao organica ameacgadora
a vida em decorréncia de resposta desregulada do organismo a infecgao”. O
choque séptico, por sua vez, representa uma complicacdo da sepse associado
a maior risco de mortalidade, sendo caracterizado por necessidade de
vasopressores para manutencdo de PAM>65mmHg e hiperlactatemia, na
auséncia de hipovolemia. A patogénese da sepse e do choque séptico &
complexa, apresentando inumeros fatores de interacdo, sendo um dos
importantes pilares o sistema nervoso autbnomo (SNA) que é dividido em
simpatico e parassimpatico tendo cada um desses dominios funcdes, sendo o
barorreflexo um dos principais mecanismos de autorregulacdo. O estudo da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) é o principal método n&o invasivo de
avaliacdo do SNA, possibilitando a avaliacdo do balanco autondmico. Sendo
assim, para avaliarmos o papel do sistema nervoso autbhomo e o impacto do
barorreflexo no curso temporal da sepse experimental utilizamos ratos wistar
(n=32) que foram divididos em 4 grupos sham (n=8), sham sepse (n=8), dsa
(n=8), dsa sepse (n=8), os animais dos grupos dsa foram submetidos a
desnervacdo sino aodrtica (DSA) e os animais dos grupos sepse foram
submetidos a ligadura e puncéo cecal. Através dos registros de pressao arterial
invasiva foram realizadas andlises hemodinamicas, de VFC, sensibilidade
barorreflexa, além de coletas de sangue para hemogasometria arterial, nos
tempos 0, 2h e momento final (caracterizado como PAM<65). No primeiro

capitulo estdo apresentados os efeitos da desnervacdo sino aortica,



demonstrando o impacto em VFC, sensibilidade barorreflexa espontanea, e
hemogasometria arterial (principalmente glicemia e lactato). No segundo capitulo
0s 4 grupos, avaliando entdo o impacto da sepse nesse cenario. Foram
observadas alteracdes relevantes principalmente nas analises de VFC no
dominio da frequéncia e sensibilidade barorreflexa, evidenciando a importancia
do emprego dessas duas metodologias. Além disso os dados demonstraram o
impacto metabdlico da DSA nesse cenario. Concluimos que a disfuncéo
autonémica representada pela DSA causa prejuizo hemodinamico e metabdlico
importante, impactando diretamente na curva de mortalidade dos animais
submetidos a sepse, levando a 6bito os animais do grupo dsa sepse

precocemente quando comparado ao grupo sham sepse p= 0,0089.

Descritores: Sistema nervoso simpatico; Reflexo barorreceptor; Hemodinamica;

Sistema nervoso parassimpatico; Choque séptico; Frequéncia cardiaca.



ABSTRACT

Soares CM. The role of the autonomic nervous system and the baroreflex in the
time course of experimental sepsis [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

Sepsis represents one of the main challenges for global health, because it has
alarming mortality rates, even worse in developing countries. Its early
identification and treatment are related to better outcomes, so is important the
development of new studies and disseminate knowledge about it. According to
the last proposed definition, sepsis is characterized by “life-threatening organ
dysfunction resulting from a deregulated response of the organism to infection”.
Septic shock, on the other hand, represents a complication of sepsis associated
with a higher risk of mortality, being characterized by the need for vasopressors
to maintain MAP>65mmHg and hyperlactatemia, in the absence of hypovolemia.
The pathogenesis of sepsis and septic shock is complex, with numerous

interaction factors.

One of the important pillars is the autonomic nervous system (ANS), which is
divided into sympathetic and parasympathetic, each of these domains having
specific functions, being the baroreflex, one of the main ones. The study of heart
rate variability (HRV) is the main method of indirectly assessing the ANS,
enabling the assessment of autonomic balance. Therefore, to evaluate the role
of the autonomic nervous system and the impact of the baroreflex on the temporal
course of experimental sepsis, we used Wistar rats (n=32) that were divided into
4 groups: sham (n=8), sham sepsis (n=8) , SAD (n=8), SAD sepsis (n=8). The
animals of the SAD groups were submitted to sinoaortic denervation (SAD) and
the animals of the sepsis groups were submitted to ligation and cecal puncture.
Through the records of invasive blood pressure, hemodynamic, HRV, baroreflex
sensitivity analyzes were performed, in addition to blood collections for arterial
hemogasometry, at times 0, 2h and final moment (characterized as MAP<65). In
the first chapter are presented SAD effects, demonstrating the impact on HRV,
baroreflex sensitivity, spontaneous baroreflex and arterial hemogasometry

(mainly glycemia and lactate). In the second chapter, the 4 groups were



compared, evaluating the impact of sepsis in this scenario. Relevant alterations
were observed in the analysis of HRV in the frequency domain and baroreflex
sensitivity, evidencing the importance of employing these two methodologies. In
addition, the data demonstrated the metabolic impact of SAD in this scenario. We
conclude that the autonomic dysfunction represented by SAD causes significant
hemodynamic and metabolic damage, directly impacting the mortality curve of
septic animals, leading to early death in SAD sepsis group when compared to the

sham sepsis group p=0.0089.

Descriptors: Sympathetic nervous system; Baroreflex; Hemodynamic;

Parasympathetic nervous system; Shock septic; Heart rate.
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1. Introducéo

A sepse representa um dos principais problemas de saude mundial, sendo
caracterizada por dados epidemioldgicos alarmantes relacionados as altas taxas
de mortalidade (1).

E definida como “disfungéo de 6rgédos ameacgadora a vida decorrente da
presenca de resposta desregulada do organismo a infecgao” (2). Por isso é
considerado como fator limitante de sua patogénese o desbalanco entre a

resposta proé inflamatéria e a resposta anti-inflamatoéria do hospedeiro (3).

Dentre as inUmeras alteracfes sistémicas observadas na sepse e no
choque séptico o comprometimento cardiovascular representa um passo
limitante nesses cenarios, sendo representado principalmente por hipotenséo,
diminuicdo da resisténcia vascular periférica, hiporreatividade tecidual aos

vasopressores e depressdo da contracdo miocardica (4).

O choque séptico é o subgrupo da sepse caracterizado por hipotensao
refrataria a volume e necessidade de vasopressores para manutencédo de PAM
>65mmHg, associada a hiperlactatemia (lactato sérico >18mg/dL ou 2mmol/L).
Esta associado a um maior risco de mortalidade quando comparado a sepse
isolada, devido a graves alteracbes hemodinamicas, celulares e metabdlicas

envolvidas (2).

A progressao da sepse e do choque séptico pode ser caracterizada pela
sindrome da disfuncéo de multiplos érgados (DMOS), causada principalmente por
alteragcbes microvasculares e disfungcdo mitocondrial, culminando em
insuficiéncia bioenergética. Tal insuficiéncia, considerada um desbalanco entre
oferta e consumo de oxigénio promove alteracdes celulares importantes levando

a disfungéao e morte (5).

O sistema nervoso autbnomo possui importante papel na sepse,
principalmente através da acdo sobre débito cardiaco e tdnus vascular,
imunomodulacgéo, controle respiratorio, motilidade gastrointestinal e controle de

temperatura (6)



A avaliacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca é um método néo
invasivo que possibilita a analise dos impulsos autondmicos, permitindo um

melhor entendimento sobre a adaptabilidade e balanco simpato-vagal (7)

As disfuncdes autonbmicas sado caracterizadas pelo desacoplamento
entre sistema nervoso autbnomo e sistema cardiovascular, podendo ocorrer a
curto e a longo prazo. Por isso, a avaliacdo deste grau de desacoplamento
através da andlise da variabilidade de frequéncia cardiaca, pode auxiliar na
diferenciacdo do momento de apresentacdo do quadro entre sepse, choque

séptico ou estado de recuperacéo (8).

A avaliacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca pode também
funcionar como coadjuvante na identificacdo precoce de disfuncdo de multiplos
orgdos, uma vez que pacientes sépticos incluidos no grupo DMOS
demonstraram niveis menores de componentes parassimpaticos comparados ao

grupo controle (9).

Além do impacto cardiovascular o sistema nervoso autbnomo também
possui  participagdo na imunomodulacdo (reflexo  antiinflamatorio),
principalmente através da interacao do sistema nervoso parassimpatico e o eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal. Tendo sido demonstrado papel importante da
acetilcolina ao atenuar as principais citocinas pro inflamatorias, em culturas de

macrofagos humanos ativados por lipopolissacarideos (6).



2. Revisao de Literatura

2.1 Sepse

A palavra sepse, do grego sépsis, significa putrefacdo. Segundo
Hipocrates foi caracterizada como um “apodrecimendo perigoso”, odorifero e
biolégico do corpo. Semelweiss, médico austriaco, foi 0 primeiro a sugerir a
associacao entre germes e sepse, apos observar indices maiores de sepse
puerperal em partos realizados por estudantes quando comparado aos
realizados por parteiras (10).

Devido a alta incidéncia e importancia mundial da sepse, se fez
necessaria a criacdo de consensos para padronizacdo de conceitos e definicdes
visando a otimizacdo da comunicacao entre 0s servicos e na producao cientifica
(11).

O “Sepsis-1”, realizado em 1992, foi responsavel pela definicdo do
conceito de sindrome da reposta inflamatdria sistémica SIRS, e estratificacdo da
doenca, em sepse, sepse grave e choque séptico. (12). Devido a baixa
especificidade e alta sensibilidade os critérios de SIRS passaram a ser criticados
ao longo dos anos (11).

No Sepsis-2, realizado em 2003, o diagndstico de sepse passou a ser
considerado na presenca de infeccdo presumida ou confirmada associada a
disfuncbes organicas, hemodindmicas e perfusionais. Marcadores como
procalcitonina e proteina C reativa passaram a ser incluidos nesse cenario
visando otimizagdo do diagndéstico e monitoramento (5).

Em 2016 foi realizado o Sepsis-3, onde foi estabelecida a definicdo atual
de sepse, disfuncédo de 6rgdos ameacadora a vida decorrente da presenca de
resposta desregulada do organismo a infeccdo. Na mesma ocasido foi postulada
também a definicdo de infeccdo ndo complicada, representada pelo processo
infeccioso sem a presenca de disfun¢éo organica associada e choque séptico a
sepse (infeccdo associada a disfuncdo orgénica) associada a alteragbes
hemodinamicas, celulares e metabolicas associadas ao maior risco de
mortalidade (1).

Para auxiliar no diagnéstico da sepse foi criado o score SOFA (sequential

organ-failure assessment), score de pontuacdo que considerou dominios



especificos do sistema neurolégico, hemodinamico, respiratorio, renal, hepatico
e hematoldgico, caracterizando as disfuncbes orgéanicas. Sendo considerados
sépticos os pacientes com pontuagao =2 pontos (1).

O score simplificado quick SOFA (qSOFA) foi criado no Sepsis-3, com 0
objetivo de identificar a gravidade dos pacientes a beira leito, através de exame
clinico simples avaliando taquipneia, alteracdo do nivel de consciéncia e
hipotenséo sistolica (1).

Com a nova Surviving Sepsis Campaing de 2021, algumas
recomendacdes foram atualizadas: 0 gSOFA passou a ser contra recomendado
como ferramenta de triagem Unica para sepse e choque séptico; a dosagem do
lactato como ferramenta auxiliar diagnostica passou a ser recomendada, apesar
de recomendacao fraca; frente a suspeita de choque séptico a antibioticoterapia
empirica permaneceu recomendada dentro da primeira hora, porém frente a
suspeita de sepse o tempo foi estendido para 3 horas mantendo a recomendacéo
forte de necessidade de investigacdo minuciosa dos focos nas duas situacoes,
com descontinuacdo da antibioticoterapia empirica em caso de diagnostico nédo

compativel com infeccao (2).



2.1.1 Epidemiologia

Apesar de os dados epidemioldgicos sugerirem a importancia global da
sepse eles ainda sdo considerados escassos, principalmente em paises em
desenvolvimento como o Brasil (8).

Segundo o estudo BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological Study),
primeiro estudo epidemiolégico observacional multicéntrico brasileiro que uniu
informacdes de 5 UTIs publicas e privadas, as taxas de incidéncia de sepse e
choque-séptico foram respectivamente 35,6 e 30 por 1000 pacientes
atendidos/dia, sendo a taxa de mortalidade representada por 47,3% para a sepse
e 52,2% para o choque séptico (13).

O estudo SPREAD (Sepse Prevalence Assessment Database) de 2017,
demonstrou a prevaléncia de sepse de 29% dentre os leitos e taxa de
mortalidade de 41,4% para sepse e 58,6% para choque séptico, em 227 UTlIs
brasileiras, no ano de 2014 (14).

Referéncia nacional demonstra a diferenca das taxas de mortalidade ao
comparar o servigo publico e o servico privado, considerando como justificativas
fatores como: a gravidade da sepse apresentada no momento do diagnostico
(mais grave nos servicos publicos) e o tempo para o reconhecimento e inicio do
tratamento (menores nos servigos privados) (15). Dados de acordo com a
literatura que correlaciona o retardo da antibioticoterapia com maior mortalidade
no choque séptico (16) e na sepse, com aumento da mortalidade a medida que
ocorre o retardo na administragdo do antibidtico com relagéo a primeira hora (17).

Em paises desenvolvidos a sepse também ocupa importante parcela dos
custos hospitalares e das taxas de mortalidade, sendo o custo estimado por
paciente cerca de US$ 9000, independentemente de estar hospitalizado em
servigo publico ou privado (11).

Fatores como acesso inadequado ao servico de saude, falhas no
saneamento basico, infeccdes nosocomiais e altos indices de resisténcia

bacteriana implicam diretamente no impacto da sepse (11).



2.1.2 Patogénese

O evento inicial da sepse é caracterizado pela resposta infamatoria
exacerbada, caracterizada pela grande liberagdo de mediadores quimicos e
citocinas na corrente sanguinea, conhecida como “cytokine storm”. Tal resposta
€ desencadeada pelo reconhecimento de padrbes moleculares associados ao
patégeno e padrdes moleculares associados a danos (PAMPs e DAMPS). Frente
a ativacao da resposta inflamatdria, mecanismos antiinflamatérios também séo
ativados de modo compensatério, sendo uma das principais citocinas anti
inflamatdrias envolvidas nesse processo a interleucina-10 (18).

Os principais PAMPs e DAMPs sédo a endotoxina das bactérias gram
negativas (LPS) e o acido lipotecdico presente nas bactérias gram positivas, que
guando reconhecidos pelos receptores de superficie toll-like (TLRs), presentes
em células do sistema imune (macrofagos, mondcitos e neutrofilos),
desencadeiam a reposta inflamatoria principalmente a partir da liberacdo de
TNF-a e IL-1, que promovem perpetuacao da resposta inflamatoria ativando a
liberacdo de mais mediadores pro-inflamatérios como quimiocinas, espécies
reativas de oxigénio (ERN), eicosanoides e enzimas proteoliticas (11)

Além da resposta inflamatoria desencadeada através da via humoral a via
neural também possui importante papel nesse cenario, sendo mediada pelas
fibras sensoriais aferentes do sistema nervoso autbnomo responsaveis pelo
reconhecimento de PAMPs e DAMPs (19).

A sinalizacéo promovida pelas citocinas faz com que ocorra a migracéo
dos leucacitos para o foco infeccioso, sendo os neutrdfilos os principais fagocitos
envolvidos nesse processo inicial. Através da acdo das integrinas e selectinas,
ocorre a marginacdo, adesado e rolamento dos leucécitos no endotélio, para
posterior diapedese, quando ocorre a migracao do leito vascular para o tecido
em questdo. Nesse cendrio a ativacdo do sistema complemento e da cascata de
coagulacdo também ocorrem em resposta aos mediadores inflamatorios,
promovendo uma série de reacdes em cascata e retroalimentando de forma ativa
0 processo inflamatorio (11)

A interacado entre as células endoteliais e os mediadores quimicos frente

ao reconhecimento do patégeno promove a vasodilatacdo do leito vascular,



promovida por inumeros mediadores, dentre eles: bradicinina, histamina, e
principalmente pelo Oxido nitrico que € responsavel pelo aumento da
permeabilidade tecidual e importante hiporreatividade vascular contribuindo para
o colapso circulatoério (20).

O oxido nitrico (NO) liberado pelas células endoteliais além de promover
vasodilatacdo e hiporreatividade também pode estar associado a eventos
tromboticos da microvasculatura, contribuindo para hipoxia tecidual e disfuncéao
de multiplos 6rgaos (21).

As citocinas também representam papel fundamental na resposta
imunoldgica, sé@o glicoproteinas que funcionam como recrutadores da resposta
imunolégica para o sitio de infecgdo, além de favorecer o processo cicatricial
(22).

Diferentes células podem sintetizar a mesma citocina que por sua vez
pode agir em diferentes tipos de célula, caracterizando dessa forma a pleiotropia.
Acbes semelhantes podem ser desencadeadas por citocinas diferentes que
geralmente apresentam comportamento de ativacdo em cascata, de forma que
a acdo em células alvo estimula a producdo de mais citocinas, assim
retroalimentando a reposta inflamatoria (22).

As principais representantes das citocinas pro inflamatérias sé&o
representadas pelo fator de necrose tumoral (TNF), interferon gama,
interleucinas 1, 2, 6, 8, 12, 17. Sendo as principais anti-inflamatérias
representadas principalmente pela interleucina 4, 10, 13 e fator transformador de
crescimento beta (FTCP) (23).

E conhecida a correlacdo entre o aumento de citocinas pré e anti-
inflamatorias (IL-6, IL-8, IL-10, G-CSF) e a progresséao das disfun¢des organicas,
de acordo com o SOFA score, em pacientes sépticos (24)

O choque séptico é caracterizado pela presenca de hiperlactatemia
(lactato sérico >18mg/dL ou 2mmol/L), e hipotenséo arterial (PAM <65 mmHQ)
refrataria a ressuscitacéo volémica (2). As duas altera¢des quando apresentadas
de modo concomitante, por pacientes com choque séptico, denotaram
mortalidade elevada quando comparado ao subgrupo que apresentava apenas
um dos eventos de modo isolado (11)



A disfuncdo de multiplos o6rgdos possui correlacdo direta com a
insuficiéncia bioenergética caracterizada pelo desequilibrio entre oferta e
consumo de oxigénio causado principalmente por alteragdes microvasculares e

disfuncéo mitocondrial (21).

2.2 Sistema Nervoso Auténomo

O sistema nervoso autbnomo € a porcao do sistema nervoso central
responsavel pelo controle da maioria das funcdes viscerais do organismo. Pode
ser subdividido em simpatico, parassimpatico e entérico, sendo regulado
principalmente pela interagcdo entre sistema nervoso central (encéfalo e medula)
e sistema nervoso periférico (nervos e ganglios) (25).

O sistema nervoso autdnomo simpatico (SNAs) é conhecido pela literatura
como o sistema de “luta ou fuga”, sendo caracterizado como um estado de
“preparo para agir’. Suas principais acdes sdo: aumento da frequéncia cardiaca,
aumento da for¢a de contragdo do miocardio, broncodilatacao, vasodilatacdo em
musculatura esquelética e SNC e vasoconstricdo em pele e visceras (baco, TGI).
Tanto as alteracfes vasculares, através do redirecionamento de fluxo e aumento
da resisténcia vascular periférica, quanto o aumento da frequéncia cardiaca e
forca de contratilidade, otimizagdo de débito cardiaco, tem por objetivo o
aumento da presséo arterial (25).

O SNAs também possui interacdo em demais sistemas, promovendo
diminuicdo das atividades do trato gastrointestinal (diminuicdo de secrecdes e
motilidade), aumento do metabolismo energético (aumento de glicemia e
lipemia), aumento de sudorese, otimizacdo da visdo (midriase e ajuste do
cristalino par visbes ao longe), além de aumento de glicogendlise em
musculatura esquelética (26).

Os nervos do SNAs sdo os principais efetores da resposta simpatica,
originando-se na regido toraco-lombar (T1-L2). O axénio pré ganglionar do
sistema nervoso simpatico é curto, estando mais préximo do SNC, e o axdnio
pos ganglionar é longo. Dessa forma, a sinapse na regiao ganglionar ocorre
através da liberacdo da acetilcolina que fica armazenada em vesiculas no
neurdnio pré ganglionar na fenda sinaptica, fazendo a ligacdo com os receptores

nicotinicos, presentes no neurdnio pos ganglionar. (25).



A sinapse no tecido alvo ocorre entre o neurdnio pés ganglionar,
correspondente a membrana pré sindptica, e o 6rgdo que é correspondente a
membrana pos sinaptica, sendo o neurotransmissor envolvido nessa situacao a
noradrenalina que atua em receptores metabotropicos (26).

Portanto, a ativacdo do SNAS ¢é realizada de modo global, tanto através
da comunicacdo entre os ganglios e 6rgdos alvo por meio de fibras nervosas
quanto através da secrecdo de catecolaminas (~20% noradrenalina, ~80%
adrenalina) pelas células cromafins da medula da glandula adrenal, capaz de
promover a ativacdo simpatica em diversos tecidos através da acdo em
receptores alfa e beta. As células cromafins também secretam encefalinas que
ligadas aos receptores de opioides promovem efeito analgésico (27)

J& o sistema nervoso autbnomo parassimpatico (SNAp) é conhecido pela
promocao do estado de restauracdo e manutencao, designando desta forma um
estado de repouso e preservacao de energia. Suas principais ac¢des incluem:
diminuicdo da frequéncia cardiaca e da forca de contratilidade do coragéo,
broncoconstricdo, vasodilatacdo periférica (promovida de modo indireto,
mediada pela liberacdo de oxido nitrico pelo endotélio), diminuicdo do
metabolismo (estimulo do anabolismo através da secrecao de insulina), aumento
de atividade do TGl (secrec¢éo e motilidade) (25).

Os nervos no SNP possuem origem craniossacral, tronco encefalico e
medula sacral, sendo o principal nervo envolvido na resposta parassimpatica o
nervo vago (28)

Na sinapse ganglionar o neurotransmissor envolvido é a acetilcolina, que
atua em receptores nicotinicos. Na sinapse pos ganglionar a acetilcolina também
€ 0 neurotransmissor atuante e se encontra nos axénios pds ganglionares
(membrana pré sinaptica) atuando em receptores muscarinicos presentes no

orgéo alvo (membrana poés sinaptica) (26).
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2.3 Fisiologia cardiovascular

O débito cardiaco representa o volume de sangue bombeado pelo
ventriculo esquerdo para a aorta a cada minuto, que depende da combinacéo da
frequéncia cardiaca (FC) e volume sistolico (VS) que por sua vez sao
determinados pela contratilidade, pré carga (volemia) e pds carga (resisténcia
vascular periférica (RP). A pré carga representa a pressdo de sangue presente
dentro do ventriculo no momento final da diastole e contragéo atrial, no instante
que precede a sistole, enquanto a pos carga pode ser representada pela
resisténcia enfrentada pelo ventriculo apds a sistole (29).

A resisténcia ao fluxo de sangue € determinada principalmente por fatores
geométricos que podem ser representados principalmente pelo diametro dos
vasos e pelo seu comprimento, esse diametro é variavel, sendo estipulado de
acordo com a camada de musculo liso presente no leito vascular que recebe
inervacdo direta do sistema nervoso simpatico, gerando assim o tonus
venomotor (25).

A venoconstricdo € neuralmente mediada por receptores alfa-
adrenérgicos, em resposta a noradrenalina que é o neurotransmissor liberado
nos terminais simpaticos presentes na parede das veias. O tdnus venomotor
também sofre influéncia de fatores humorais circulantes, como hormonios e
mediadores quimicos, sendo os principais envolvidos na venoconstricdo a
adrenalina, angiotensina |l e vasopressina; na venodilatacdo o0s principais
envolvidos séo o fator natriurético e bradicininas. O endotélio vascular também
possui capacidade de produzir fatores vasoativos locais que podem ser divididos
em fatores relaxantes (oxido nitrico e prostaciclinas) e fatores constritores
(endotelina e anion superoxido) (28)

Tendo como objetivo a estabilidade hemodindmica, garantindo assim a
perfusdo adequada a todos os tecidos, é importante que ocorra o controle
pressoérico de forma continua através dos mecanismos de controle momento a
momento a pressao arterial, que séo divididos em: mecanismos de agéao imediata

e mecanismos de acao prolongada e duradoura (29).
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2.3.1 Controle da pressao arterial

A regulacdo neural da presséo arterial se da principalmente através da
interacdo das aferéncias do sistema nervoso simpético e parassimpético,
conhecidas como mecanorreceptores arteriais (pressorreceptores ou
barorreceptores), quimiorreceptores arteriais e receptores cardiopulmonares
(29).

Os principais responsaveis pela regulacdo da pressao arterial minuto a
minuto sdo os barorreceptores, estruturas histologicamente especializadas
localizadas na adventicia dos grandes vasos (arco aodrtico e seio carotideo)
capazes de identificar as variacdes de pressao de acordo com a deformidade da
parede promovida pelo fluxo (30). O estimulo de auto regulacdo é entéo enviado
ao bulbo através do nervo vago (préximo ao arco aortico), e nervo glossofaringeo
(préximo ao seio carotideo), ocorrendo no nucleo do trato solitario a interacéo
com 0s centros vasomotores e ativacdo de fibras simpaticas ou parassimpaticas,

de acordo com o nivel pressorico inicial (29). (Figura 1)
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Figura 1. Representacdo esquematica da regulagdo momento a momento da presséo arterial
comandada pelos barorreceptores. A PA, variacagcédo da presséao arterial; NDA nervo depressor
aortico; NS, nervo sinusal; NPV, nlcleo paraventricular; NTS, nucleo trato solitario; NA, nicleo
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ambiguo; DMV, nucleo dorsal motor do vago; BVLc, bulbo ventrolateral caudal; BVLr, bulbo
ventrolateral rostral; V, vago; S, simpatico; FC, frequéncia cardiaca; VS, volume sistolico; CV,
capacitancia venosa; RP, resisténcia periférica; RV, retorno venoso; DC, débito cardiaco; NE,
norepinefrina; Epi, epinefrina; Ang, angiotensina I; Aldost, aldosterona; VP, vasopressina; OT,
ocitocina; CA, catecolaminas; ANP, peptideo atrial natriurético. (25)

O controle parassimpatico do coracdo é promovido pelos eferentes
vagais. Com a elevacéo da presséo arterial ocorre a distensdo na parede dos
grandes vasos, promovendo a ativacdo dos barorreceptores que geram
potenciais de acdo que sao conduzidos ao nucleo do trato solitario NTS (sistema
nervoso central) pelas fibras do nervo glossofaringeo e do nervo vago. Os
neurénios secundarios do NTS excitam neurbnios pre ganglionares do
parassimpatico (nucleo dorsal motor do vago e nacleo ambiguo) que se projetam
aos neurbnios pos ganglionares intramurais cardiacos (eferentes vagais)
conferindo diminuicao da frequéncia cardiaca (30).

Simultdneamente, os neurbnios do NTS excitam o bulbo ventrolateral
caudal (BVLc), que inibe o bulbo ventrolateral rostral (BVLr), reduzindo o tbnus
simpético ao coragdo e vasos. Com a reducdo do tbnus simpéatico ocorre
diminuicdo adicional da frequéncia cardiaca, que juntamente com a queda do
retorno venoso (causado pelo aumento da capacitancia venosa por
venodilatagdo) diminui o enchimento cardiaco e o volume sistolico, impactando
diretamente na diminuicdo do débito cardiaco e vasodilatacdo (queda da
resisténcia periférica). Com a diminuicdo do débito cardiaco e resisténcia
periférica a pressao arterial é reduzida de modo acentuado, contrabalanceando
a elevacdo que proporcionou o disparo do estimulo, retomando seus valores a
niveis basais (29)

O controle cardiovascular simpético ocorre através dos neurbnios pos-
ganglionares presentes nos ganglios simpaticos e na medula adrenal. As fibras
simpaticas pos-ganglionares sdo noradrenérgicas e possuem terminais
distribuidos por todo o coracao, artérias, arteriolas, veias e vénulas. Além de
norepinefrina os terminais simpaticos podem coliberar ATP e neuropeptideo Y
gue combinados aos seus respectivos receptores, alfa e beta, promovem os
efeitos bioldgicos (31).

Portanto, com uma queda acentuada da PA os barorreceptores sao

deformados de modo menos acentuado reduzindo a atividade aferente dos
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nervos depressor aortico e sinusal, promovendo a consequente diminuicao da
estimulacdo dos neurbnios do nucleo do trato solitario, com isso 0os neurénios
pré ganglionares parassimpaticos do nucleo dorsal motor do vago e nucleo
ambiguo deixam de ser excitados, reduzindo assim o tbénus vagal. Com a
auséncia de excitacdo do bulbo ventrolateral caudal ocorre a liberacdo da
atividade dos neurdnios do bulbo ventrolateral rostral, promovendo aumento
simultaneo do tdnus simpético (32).

No coracdo ocorre aumento da despolarizacdo diastélica promovendo
aumento da atividade do nodo sinoatrial e aumento do inotropismo. Devido a
vasoconstricdo sistémica em vasos de resisténcia, ocorre 0 aumento da
resisténcia periférica, além de venoconstricdo nos vasos de capacitancia,
promovendo aumento do retorno venoso. Portanto, o aumento do débito
cardiaco e aumento da resisténcia periférica conferem aumento da pressao
arterial como resposta final ao estimulo simpético (33).

Os quimiorreceptores  periféricos sdo  receptores  nervosos
guimiosensiveis localizados nos corpusculos aérticos e carotideos. Possuem
importante papel no controle da respiracéo independente do centro respiratorio,
através da capacidade de identificar alteracdes da pressao parcial de oxigénio
(pO2), pressdao parcial de gas carbdnico (pCO2) e da concentracdo
hidrogénionica (pH) no sangue (34).

Estdo localizados bilateralmente no corpusculo carotideo (bifurcacéo
carotidea) e no arco aortico. As fibras aferentes que emergem do corpusculo
carotideo seguem ao nervo glossofaringeo até a area dorsal respiratéria na
medula e as fibras aferentes emergentes do arco aortico seguem através do
nervo vago até a mesma area (28).

O suprimento sanguineo se da diretamente de um ramo arterial
proveniente do tronco aértico o que possibilita a analise continua dos gases
arteriais (pO2 e pCO2) e do pH, sendo os principais reguladores da ventilagéo
0s niveis de pCO2 aumentados e pH diminuido. Quando alterados promovem a
ativacdo dos quimiorreceptores periféricos que alteram a frequéncia dos
potenciais de aferéncia e consequente aumento da frequéncia e amplitude
respiratoria fazendo com que os niveis adequados dos gases sanguineos sejam

reestabelecidos, trazendo o pH de volta aos valores normais (34)
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Além do controle respiratério 0s quimiorreceptores também possuem
envolvimento cardiovascular no controle da presséo arterial, de tal modo que
guedas acentuadas de pO2 e aumento da pCO2 com quedas proporcionais de
pH determinam aumento importante da resisténcia vascular periférica e pressao
arterial, fazendo com que a estimulagcdo dos quimiorreceptores promova a
estimulacdo do simpético (33).

No rato, a remocdo dos quimiorreceptores carotideos determina
hipotensdo, possivelmente devido a diminuicdo do tbnus simpatico periférico
(29).

Os receptores cardiopulmonares sdo receptores ativados por mudancgas
na pressdo dentro das camaras cardiacas, estdo divididos em trés grupos: 1)
receptores no endocardio (juncdes das veias cava superior e inferior com o atrio
direito e de veias pulmonares com o atrio esquerdo), conectam-se ao sistema
nervoso central por fibras vagais mielinizadas; 2) receptores difusamente
distribuidos pelo coragdo, conectados ao SNC por fibras vagais néo
mielinizadas; 3) receptores difusamente distribuidos, conectados a medula
espinhal por fibras mielinizadas e ndo mielinizadas trafegando com os nervos

simpéticos (33)

A regulacdo hormonal da pressdo arterial é comandada pelos
pressorreceptores, com a queda sustentada da PA ocorre o reconhecimento
pelos mecanorreceptores e com isso maior liberacdo de epinefrina e
norepinefrina pela medula da glandula adrenal, além de maior liberacdo de
vasopressina pela neuro-hipofise e aumento dos niveis basais de renina
promovendo consequente ativacao do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(35)

A medula adrenal é constituida por neurdnios simpaticos pos ganglionares
modificados (inervados pelo neurdnio pré ganglionar simpatico) e sintetiza as
catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) mediante estimulo simpético. A
resposta sistémica as catecolaminas € semelhante a produzida pelo arco reflexo
neural, porém se apresentam de forma mais duradoura, de acordo com o pico

plasmatico. No coracdo ocorre atraves da interacdo com receptores beta
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adrenérgicos, e nos vasos periféricos através dos receptores alfa adrenérgicos
(36).

2.4 Variabilidade da frequéncia cardiaca

A automacidade do tecido cardiaco atua de forma independente como
marca-passo (através da sua inervacdo propria pelos nodos sinoatrial,
atrioventricular e sistema His-Purkinge), porém a regulacdo da frequéncia
cardiaca e ritmo é realizada pelo sistema nervoso autbnomo (37).

O estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) representa um
método simples e ndo invasivo para mensuracdo dos impulsos autondmicos,
sendo um dos mais promissores marcadores quantitativos do balanco
autonémico (38).

A VFC é representada pelo estudo das oscilacbes dos intervalos de
batimentos cardiacos consecutivos (intervalos R-R), que estéo relacionadas as
influéncias do SNA sobre o né sinusal. Tal atividade simpética e vagal pode ser
modulada por osciladores centrais (centro vasomotor e respiratorio) que geram
flutuacdes ritmicas na descarga neural, dessa forma a analise da VFC possibilita
inferéncias sobre modulacdo dos osciladores centrais, atividade eferente
simpética e vagal e fatores humorais (31)

Uma alta variabilidade da frequéncia cardiaca representa uma boa
adaptabilidade ao meio, podendo correlacionar-se a um individuo saudavel, com
mecanismos autonémicos eficientes, enquanto uma baixa variabilidade é
frequentemente um indicador de adaptacdo anormal e insuficiente do SNA (31)

Para analise da VFC sé&o obtidos indices através de métodos lineares, no
dominio do tempo e da frequéncia e métodos néo lineares. A analise da VFC no
dominio do tempo recebe esse nome porque tem 0s seus resultados expressos
na unidade de tempo (milissegundos), nela mede-se cada intervalo RR normal
(batimentos sinusais) durante um determinado intervalo de tempo e com base
em métodos estatisticos ou geométricos (média, desvio padrdo, indices
derivados no histograma ou do mapa de cartesianas dos intervalos RR) sao
calculados os indices tradutores de flutuacdes na duracéo dos ciclos cardiacos
(38). Sdo os principais: SDNN (desvio padrdo dos intervalos RR normais

gravados em um intervalo de tempo), SDANN (desvio padrdo das medias dos
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intervalos RR normais, a cada 5 minutos em um intervalo de tempo), SDNNi
(média do desvio padrédo dos intervalos RR normais a cada 5 minutos), rMSSD
(raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR normais
adjacentes em um intervalo de tempo), pPNN50 (porcentagem dos intervalos RR
adjacentes com diferenca de duracdo maior que 50ms) (39).

Os indices SDNN, SDANN e SDNNi representam as atividades simpatica
e parassimpatica de modo global, ndo sendo possivel distinguir se a alteracdo
da VFC esta relacionada ao aumento do ténus simpatico ou a retirada do tdnus
vagal, enquanto os indices rMSSD e pNN50 representam a atividade

parassimpatica (Figura 2) (40)

Componente autondmico

indices Definicao de modulagio fisiolégica

Desvio padrao de todes os intervalos R-R normais gravados em
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Simpatico e parassimpatico
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Figura 2: indices lineares da variabilidade da frequéncia cardiaca, significado e componentes
autondmicos da modulacéo fisioldgica (40)

Os intervalos RR no dominio do tempo também podem ser processados
através de métodos geométricos, sendo o indice triangular e a plotagem de
Lorenz (Plot de Poincaré) os mais conhecidos (39).

Outro método linear utilizado é a andlise no dominio da frequéncia, que
decompde a VFC em componentes oscilatorios fundamentais: componente de
alta frequéncia (HF), componente de baixa frequéncia (LF), componente de
muito baixa frequéncia (VLF) e ultrabaixa frequéncia (ULF) (31).

O componente de alta frequéncia (HF) corresponde a modulacdo
respiratéria, sendo um indicador da atuacdo do nervo vago sobre o coragéo. O
componente de baixa frequéncia (LF) é decorrente da acdo conjunta dos
componentes vagal e simpatico sobre o coracdo, com predominancia do
simpatico. A relacdo LF/HF reflete o balangco simpato-vagal sobre o coracéo,
refletindo alteracdes absolutas e relativas entre os componentes simpatico e

parassimpatico (26) (Figura 3). Os componentes de muito baixa frequéncia (VLF)
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e ultrabaixa frequéncia (ULF) sdo menos utilizados por terem o0s conceitos
fisiologicos ainda ndo completamente elucidados, porém acredita-se que exista
relacédo entre sistema renina angiotensina aldosterona, termorregulacéo e tdnus
vasomotor periférico (41). Estudos recentes correlacionam a reducédo da banda

VLF com arritmias, inflamac&o e maior mortalidade (37)
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Figura 3: Parametros de variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressao arterial
sistolica

A andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) utilizando
métodos nao lineares € principalmente representada pela analise simbdlica,
descrita por Porta, A (42)

Nesta analise os intervalos R-R s&o avaliados e suas variacfes
representadas por simbolos, que irdo designar a modulacdo simpatica ou
parassimpatica cardiaca. De acordo com a analise simbdlica o dominio 0V
correspondente a atuacdo simpatica sobre a variabilidade da frequéncia
cardiaca, os dominios 1V e 2LV correspondem a modulagéo global e o dominio

2ULV é correspondente a modulagéo parassimpéatica (Figura 4) (43).
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Figura 4: Parametros da analise simbdlica da variabilidade da frequéncia cardiaca
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Outros métodos ndo lineares envolvem a analise de flutuacdes depuradas
de tendéncias, funcédo de correlacdo, expoente de Hurst, dimenséo fractal e o

expoente de Lyapunov (44).

2.5 Sensibilidade barorreflexa espontanea

A sensibilidade barorreflexa espontanea pode ser avaliada através do
método da sequéncia, que analisa a interacdo das rampas de pressao arterial
com as rampas de intervalos R-R, desta forma denotando o acoplamento de SNA
e cardiovascular, tal analise possibilita acesso indice de eficacia barorreflexa
(BEI) e indice de ganho (45).

Também pode ser utilizado como marcador da sensibilidade barorreflexa
espontanea o indice alfa, calculado como raiz quadrada da relacédo entre os

componentes LF do intervalo de pulso e da presséao arterial (30).
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2.6 Sistema nervoso autbnomo x sepse

A integridade do sistema nervoso autbnomo € de importancia indiscutivel
para a manutencdo da homeostase. Na sepse 0s principais sitios de acdo da
modulacdo autonémica incluem a regulacéo do debito cardiaco, tbnus vascular,
controle respiratério, imunomodulagéo, motilidade gastroeintestinal e digestéo,
além da regulacao da temperatura corporal (46).

A disfuncdo autondémica, avaliada através da reducao de variabilidade da
frequencia cardiaca, pode gerar impacto negativo no que diz respeito a
deterioragdo, disfuncdo organica e mortalidade (47). Alteragbes em outros
pardmetros que caracterizam a funcdo autonOmica como: variabilidade da
frequéncia respiratéria, termorregulacéo e sensibilidade quimio e barorreceptora
também podem ser associados aos desfechos em pacientes criticos (48).

Portanto, a resposta desregulada do sistema nervoso autbnomo, ilustrada
por diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca, pode ser uma opcéo a
ser utilizada como marcador precoce de risco para sindrome de disfuncdo de
multiplos 6rgdos em pacientes sépticos (44). (Figura 5)

Devido a rapidez da resposta da modulacdo autonomica, quando
comparada ao tempo de inicio da modulacdo da resposta humoral e celular
postulaa-se a hipétese de que o sistema nervoso autonomo possui papel central
na primeira fase da resposta imune da sepse (49).

A via antiinflamatoria colinérgica € uma das vias de interacdo entre SNA
e imunomodulagdo, apo6s o reconhecimento de PAMPs e DAMPs pelas fibras
aferentes do sistema nervoso autbnomo ocorre liberacdo de acetilcolina no
sistema reticuloendotelial (baco, figado, timo), mediada pelo nervo vago,
promovendo ativacdo dos receptores nicotinicos de macréfagos teciduais e
consequente diminuicdo na secrec¢éo de citocinas proinflamatérias como IL-6 e
TNF-a (46). Ratos submetidos a vagotomia cervical bilateral se tornam mais
sensiveis a aplicacdo de endotoxinas do que animais intactos, ilustrando a via
antiinflamatoria colinergica, assim como animais que tem a producdo de
citocinas pro inflamatorias como TNF-a e IL-1b atenuadas apo0s estimulacao
eletrica do vago na endotoxemia (49).
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A via antiinflamatoria colinergica também pdde ser caracterizada atraves
da demonstracdo do aumento da atividade parassimpatica associada a
diminuicdo dos niveis sericos de citocinas pro inflamatorias, sugerindo inclusive
que a VFC poderia ser um metodo de monitoracdo nao invasiva da via (50).

O sistema nervoso autbnomo simpatico possui interacdo tanto com
sistema imune inato quanto adaptativo. A ativacdo de receptores alfal em
macrofagos reticuloendoteliais pela epinefrina e norepinefrina promoveu
aumento da secrecdo de citocinas pro inflamatorias, porém em cursos
prolongados de sepse a epinefrina promoveu diminuicao da secrecao de IL-6 e
TNF alfa (51). A norepinefrina também promoveu carater imunossupressivo em
linfocitos Th2, através da ativacdo de receptores adrenérgicos beta 2 em

linfcitos Thelper no cenario da sepse (52)
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Figura 5: Resposta do sistema nervoso autdnomo a infeccBes graves no contexto da reposta
imunolégica e neuroenddcrina. Linha continuas: vias nervosas; linhas pontilhadas: vias

humorais/enddcrinas (46)
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3. Justificativa

De acordo com a importancia da sepse no cenario mundial se faz
necesséario profundo entendimento com relagdo a sua patogénese e
conhecimento sobre ferramentas que possam auxiliar na caracterizagao precoce
e monitoramento do doente séptico, tendo como objetivo a otimizacdo do
tratamento visando melhorar as taxas de sobrevida e qualidade de vida pés alta

para esses pacientes.

Apesar de descrita a relacéo entre sepse e sistema nervoso autbnomo, a
avaliacdo pressorica momento a momento em conjunto com o estudo da
variabilidade da frequéncia cardiaca e avaliacdo metabdlica através dos

parametros hemogasométricos ainda nao foi explorada nesse contexto.

4. Objetivo

O objetivo deste trabalho é avaliar a importancia e impacto da integridade
do sistema nervoso auténomo no perfil hemodinamico e metabdlico no curso
temporal da sepse experimental. Além de estudar a possibilidade de correlagéo
entre indices de variabilidade da frequéncia cardiaca com a evolucao temporal

da sepse.
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5. Materiais e Métodos

Desenho experimental

Dia 4 Dia 4 Dia 4
Dia 1 Basal 2a hr final
‘ —_— - -Registro PA
O |Grupo Sham (n=16) O eBISEro . O O/ -coleta arterial
Coleta arterial O | Registro PA O -Choque
@ | Grupo DSA (n=16) @ col ial 2]
@ |Registro PA ® oleta arteria @  (PAM <65mmHg)
Coleta arterial -Eutanasia
X | Canulagao 44ﬁo Sham (n=8)
Manipulagdo CLM Sham sepse (n=8)
cervical
® Desnervacao l—. DSA (n=f}
sinoadrtica cLp
— @ DSA sepse (n=8)

CLP - cecal ligation and puncture

5.1 Animais e Grupos

Projeto aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo — FMUSP sob registro CEUA/004/14.

Foram utilizados para o protocolo experimental ratos Wistar machos,
pesando 300 gramas, provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.

Os animais foram mantidos agrupados em ambientes com temperatura
controlada (22°c — 24°c), sob luminosidade em ciclos de 12 horas (claro/escuro).
Receberam dieta normoprotéica, caracterizada por 12% de proteina, oferecida

ad libitum, assim como agua

Para a primeira fase do protocolo os animais foram divididos em dois

grupos: Sham (S) e desnervados (DSA), cada um deles com um N de 16 animais

No dia 1 os 32 animais foram submetidos a canulacdo de veia e artéria
femoral, para posterior registro de pressao arterial invasiva ao longo do
protocolo. Na mesma ocasido os animais do grupo S foram submetidos a
manipulagdo cervical e os animais do grupo DSA foram submetidos a

desnervacéo sino-aodrtica.
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No dia 4 do protocolo experimental os animais foram inicialmente
submetidos ao registro da pressédo arterial (30 minutos) e a coleta de sangue

arterial (0,2ml), amostras referentes ao momento basal do experimento.

ApGs a primeira coleta de dados foi iniciada a segunda fase do protocolo,
onde parte dos animais passou por intervencao cirdrgica (puncdo e ligadura

cecal), conferindo nova formulagcéo ao desenho experimental.

Sendo assim, o grupo Sham (N=16) originou grupo Sham (n=8) e grupo
Sham sepse (n=8) e o grupo DSA (n=16) originou grupo DSA (n=8) e grupo DSA

sepse (n=8)

A partir de entéo, as coletas subsequentes (registro de pressao arterial e
hemogasometria arterial) se deram nos momentos 2h (apoOs intervencdo
cirdrgica) e no momento final, que foi definido apds instalacdo do choque com
PAM <65mmHg.

A eutanésia, foi realizada por overdose da associacdo anestésica de

Xilazina (30mg/kg) e Ketamina (100mg/kg) por via endovenosa.

Os animais mortos foram destinados a camara fria, localizada no biotério
do InCor/FMUSP, para posterior remog¢ao por empresa especializada (Loga)
contratada para destinar corretamente residuos biolégicos

5.2 Canulagéao

Para o procedimento cirdrgico os animais foram anestesiados com gas
isoflurano na concentracao de 1,5- 2%. Os ratos foram posicionados em mesa
cirdrgica aquecida, em decubito dorsal, para a realizacéo de incisdo em regido
inguinal e posterior cateterizacdo de veia e artéria femoral, com cateteres
confeccionados com tubos de Micro-Renathane (MRE-025 com diametro externo
de 0,64mm e diametro interno de 0,30mm, Braintree Scientific) e Policloreto de
Vinila (Abbott), equivalente ao polietileno PE50 e preenchidos com solugéo
fisiologicas e ocluidas com pinos de aco inoxidavel. Apos o implante as canulas
foram tunelizadas em subcutaneo e exteriorizadas no dorso do animal em regiao

cervical, sendo fixadas com fio de algodao através de sutura simples na pele.
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Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados em condi¢des assépticas,
sob visdo de um microscopio cirdrgico (DF Vasconcelos modelo MCM 5).

Ao término da cirurgia, 0os animais receberam antibioticoterapia profilatica,
com penicilina G (Benzetacil ® Fontoura-Wyeth), na dose de 107U/Kg, via
intramuscular e analgesia com cloridrato de tramadol na dose de 10mg/kg via

subcutanea.

5.3 Desnervacédo Sino aortica

Os animais foram submetidos a anestesia inalatoria utilizando isoflurano,
1,5 a 2% em O2 sem apresentarem prejuizo autonémico observavel. Para o
procedimento cirargico os animais foram colocados em decubito dorsal, em
mesa aquecida. O método de desnervacao sino-adrtica realizado foi conforme o
descrito por Krieger (53)

Foi realizada incisdo mediana em regido cervical anterior, separacao dos
dos musculos pre-traqueais e localizacao bilateral do feixe vasculo nervoso,
constituido pela artéria carotida, veia jugular, nervo vago e tronco simpatico. As
fibras pressoceptoras aorticas localizadas junto ao tronco simpatico ou como
nervo isolado foram seccionadas. Posteriormente, a bifurcacdo da carétida
comum foi localizada, exposta e dissecada completamente nos dois lados,
seccionando-se as fibras carotideas e do corpusculo carotideo. Finalmente, o
outro contingente de fibras pressoceptoras adrticas que podem situar-se junto
ao laringeo inferior, foi interrompido quando seccionado o laringeo superior (54).

Os animais dos grupos sham passarao por procedimento de incisdo em
regido cervical ventral, localizacdo e visualizacdo das estruturas anatdmicas
envolvidas e posterior fechamento da ferida cirirgica com sutura em plano Unico
utilizando fio de nylon 0.

O protocolo de analgesia instituido apds a intervencao cirurgica foi com

cloridrato de tramadol [50mg/ml], na dosagem de 15mg/kg, via subcutanea.
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5.4 Ligadura e puncéo cecal

Os animais foram submetidos a anestesia inalatéria com isoflurano 1,5-
2%, posicionados em decubito dorsal, em mesa aquecida e submetidos a
tricotomia e antissepsia da regidao abdominal.

Foi realizada incisdo de 3cm em linha média de abdémen. O ceco foi
entdo localizado e externalizado com auxilio de gaze. ApGs exposicdo, 0 ceco
recebeu ligadura parcial abaixo da juncdo ileocecal. Foi entdo realizada
perfuracdo cecal dupla, utilizando agulha calibre 18G e posterior compresséo da
alca para extravasamento de aproximadamente 2mm de conteudo fecal. Apos o
procedimento o abdémen foi suturado em dois planos, musculatura e pele,
utilizando fio de nylon 0, e os animais receberam via intraperitoneal 1ml de

solucéo salina aquecida (47)

No grupo sham o ceco foi apenas visualizado, ndo recebendo ligadura
e/ou puncéo, a sutura foi realizada do mesmo modo, em dois planos utilizando

fio nylon O.

O protocolo de analgesia instituido ap6s a intervencao cirargica foi com

cloridrato de tramadol [50mg/ml], na dosagem de 15mg/kg, via subcutanea.

5.5 Registro de pressao e avaliacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca

A partir do registro basal dos animais acordados, foi possivel utilizar a
ferramenta de analise tempo-frequéncia da variabilidade da frequéncia cardiaca
(FC) e da pressao arterial sistélica (PAS) através do software Cardioseries
(V2.7).

Em relacdo a analise de dominio do tempo da variabilidade da frequéncia
cardiaca, foram obtidos os valores médios do intervalo de pulso sendo a sua
variabilidade quantificada pelo célculo da média dos desvios padrdes (DP-IP) e
variancia do intervalo de pulso (VAR-IP) (Var-ip = DP-IP?). Além disso, foi obtido
0 parametro RMSSD (raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre
os intervalos das ondas R-R normais adjacentes), que € um indicador de

modulacao parassimpatica cardiaca (55)
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A anélise no dominio da frequéncia consistiu na decomposicéo do sinal
em um histograma pela Transformada Ré&pida de Fourier. Apds esse
remodelamento matematico, foram obtidas as poténcias absolutas da banda de
baixissima frequéncia do intervalo de pulso (VLF-IP: 0,00-0,20), banda de baixa
frequéncia do intervalo de pulso, indicador de modulacdo simpatica cardiaca
(BF-1P: 0,20-0,75 Hz), e banda de alta frequéncia do intervalo de pulso, indicador
de modulacéo parassimpdtica cardiaca (AF-IP: 0,75-3,0Hz) (41).

Foi realizada a razéo entre: banda de baixa frequéncia do intervalo de
pulso/banda de alta frequéncia do intervalo de pulso (BF-IP/AF-1P), que forneceu
um indicador de balanco simpato-vagal. Também foi calculado o Power Total
(soma dos valores absolutos de todas as bandas (VLF-IP + BF-IP + AF-IP),
indicador absoluto de modulag¢édo autonémica cardiaca.

Em relacdo a variabilidade da pressédo arterial sistdlica no dominio do
tempo, apds a obtencdo dos valores médios da pressao arterial sistolica foram
calculados os desvios padrdes da presséo arterial sistolica (DP-PAS) e variancia
da pressdo arterial sistdlica (Var-PAS) (Var-PAS = DP-PAS?). A analise no
dominio da frequéncia também foi realizada através da Transformada Rapida de
Fourier, onde foi obtido a banda de baixa frequéncia da presséao arterial sistolica
(BF-PAS: 0,4-1,50Hz). Todos os parametros obtidos na variabilidade da presséo

arterial sistélica séo indicadores de modulacédo simpatica vascular (41)

5.6 Hemogasometrias arteriais

No dia 4 as amostras de sangue arterial foram coletadas diretamente da
canula posicionada na artéria femoral. Representadas por amostras de 0,2ml,
coletadas com seringas BD-Ultrafine de 1ml e processadas instantaneamente

em equipamento EPOC® utilizando cartuchos bgem.

Os momentos de coleta foram: basal, 2h (apds intervencéo cirurgica —
CLP) e final (choque séptico — PAM<65mmHg).
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5.8 Andlise estatistica

A anadlise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prisma
(versdo 8.0.1). A apresentacdo dos dados é feita através de média e erro padréo.
A distribuicdo dos dados foi avaliada através do teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov. A comparagcao entre os grupos foi realizada através do
teste de Wilcoxon. As correlacdes foram realizadas utilizando correlacdo de
Spearman. As curvas de mortalidade foram comparadas utilizando o teste de
gehan-breslow-wilcoxon. Foram considerados estatisticamente significantes

valores de p <0,05
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6. Resultados
6.1 — Efeitos da desnervacéo
6.1.1 — Parametros hemodinamicos

O grupo desnervado (3 dias) apresentou taquicardia e aumento da
pressdo arterial diastolica, em comparacdo ao grupo sham, porém ndo foi
observada alteracdo significativa em parametros de pressao arterial sistélica e
média (Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros hemodinamicos

Sham Desnervados
Parametro N=16 N=16 A p
Frequéncia cardiaca (bpm) 369,1 + 9,663 458,6 + 9,471 89,48 <0,0001*
Pressao arterial sist6lica (mmHg) 142,2 £ 1,809 144,0£5,379 1,823 0,3484
Pressao arterial diastélica (mmHg) 96,78 + 1,754 104,8 £ 4,685 8,064 0,0433*
Pressao arterial média (mmHg) 116,7 £ 1,645 121,2+2,017 4,573 0,1591

6.1.2 — Parametros de variabilidade da frequéncia cardiaca

O grupo desnervado apresentou menor variabilidade da frequéncia
cardiaca em comparacdo ao grupo sham, de acordo com a diminuicdo dos
valores dos parametros desvio padrao do intervalo de pulso (SD-IP), variancia
do intervalo de pulso (Variance IP) e power total. Os indices RMSSD, parametro
que representa modulacdo parassimpatica, e VLF também se apresentaram
diminuidos para o grupo da intervengcdo. Os parametros de variabilidade da
frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia (LF, HF) e a razdo LF/HF né&o

demonstraram alteragdo significativa entre os grupos (Tabela 2)
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Sham Desnervado

Parametro N=16 N=16 A P

SD IP (ms) 8,541 +0,7412 4,314 + 0,6353 -4,228 0,0013*
Variance IP (ms?) 81,20 + 14,98 24,65 + 7,946 -56,55 0,0034*
RMSSD (ms?) 6,135 + 0,8074 3,476 £ 0,4049 -2,659 0,0034*
VLF abs 24,46 + 3,963 8,367 + 4,756 -16,09 0,0076*
LF abs 6,286 + 1,749 2,569 + 1,317 -3,717 0,0739
HF abs 12,77 + 3,300 6,503 + 2,391 -6,272 0,0507
LF/HF 0,5914 + 0,1416 0,2742 + 0,03840 -0,3171 0,0934
Power Total 43,52 + 6,994 17,44 + 8,401 -26,08 0,0110*

6.1.3 — Parametros de variabilidade da presséo arterial sistdlica

Dentre os parametros de variabilidade da presséo arterial sistélica (PAS)

os valores de desvio padrdo e variacdo da PAS (indicadores de modulacao

simpatica vascular) do grupo desnervado foram maiores comparados ao grupo

sham. N&o houve alteragédo com relacdo a banda de baixa frequéncia da presséo

arterial sistélica (Tabela 3)

Tabela 3 — Variabilidade PAS

Sham Desnervados
Parametro N=16 N=16 A p
Desvio padréo PAS (mmHg) 5,151 +0,284 11,83+1,532 6,683 <0,0001*
Variance PAS (mmHg?) 29,4 +4,647 126,9+52,79 99,18 0,0042*
LF - PAS 7,896 +1,791 9,575+2,287 1,679 0,7820

6.1.4 — Andlise Simbdlica

De acordo com a avaliagcdo da analise simbdlica o dominio simpatico (Ov)

demonstrou-se aumentado para o grupo desnervado em comparacao ao grupo

controle (Tabela 4)
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Sham Desnervado
Parametro N=16 N=16 A P
ov 32,83 + 3,041 48,12 + 4,727 15,29 0,0443*
1V 38,65 + 1,337 31,98 + 2,890 -6,675 0,0594
2V 28,52 + 2,786 19,91 + 2,205 -8,606 0,0654

6.1.5 — Sensibilidade barorreflexa espontanea

Todos os parametros de sensibilidade barorreflexa se apresentaram

alterados de forma significativa para o grupo desnervado, com excecao do BRR

UP GAIN.

Os parametros relacionados a pressao arterial, UP BP RAMP, DOWN BP

RAMP, ALL BP RAMP, foram todos maiores para o grupo desnervado. Os

demais parametros estavam todos reduzidos - indicando diminuicdo da

sensibilidade barorreflexa para o grupo (Tabela 6), o que é esperado nessa

condicao.

Tabela 6 — Parametros de sensibilidade barorreflexa

Sham Desnervado

Parametro N=16 N=16 A P
indice alfa (bpm/mmHg) 0,8761 £ 0,08512 0,4859 £ 0,07914  -03903 0,0027*
UP BP RAMP 282,2 £ 19,07 331,8+13,72 49,56 0,0079*
DOWN BP RAMP 231,3 £ 15,86 315,8+17,12 84,44 0,0008*
ALL BP RAMP 513,5+ 32,79 647,5 £ 24,07 134,0 0,0027*
BRR UP 91,44 £ 9,669 40,88 + 7,324 -50,56 0,0002*
BRR DOWN 66,25 + 8,445 40,88 £ 7,324 -25,38 0,0210*
BRR ALL 157,7 £ 17,27 79,69 £ 11,35 -78,00 0,0003*
BRR UP BEI 0,3295 £ 0,02410 0,1274 £ 0,02275 -0,2021 <0,0001*
BRR DOWN BEI 0,2943 £ 0,02996 0,1358 £ 0,02112 -0,1586 0,0002*
BRR ALL BEI 0,3138 + 0,02569 0,1326 + 0,02132 -0,1812 <0,0001*
BRR UP GAIN 2,768 + 0,2569 2,068 + 0,3593 -0,6998 0,0833
BRR DOWN GAIN 2,379 £ 0,2202 1,694 £ 0,2118 -0,6856 0,0335*
BRR ALL GAIN 2,618 £ 0,2255 1,915 + 0,2595 -0,7037 0,0443*
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6.1.6 — Hemogasometrias

N&do foram observadas alteracdes significativas nos parametros: pH,
pCO2, pO2, sO2, HCO3, BE, Na, K, Ca, CI.

O grupo desnervado apresentou valores maiores de hematdcrito,
hemoglobina, glicemia, lactato e creatinina em comparagdo ao grupo sham
(Tabela 7)

Tabela 7 — Hemogasometrias

Sham Desnervado

Parametro N=8 N=8 A P

pH 7,469 £ 0,01120 7,449 + 0,01543 -0,02056 0,1136
pCO2 30,56 + 1,152 36,08 + 2,164 5,513 0,0507
pO2 76,76 + 2,459 67,17 + 3,672 -9,588 0,0250
S0O2 93,74 + 1,061 90,20 + 1,808 -3,544 0,1164
HCO3 23,06 + 0,6090 24,36 + 0,8864 1,294 0,2688
BE -1,294 £+ 0,7885 0,6688 + 0,9618 1,963 0,2261
Na 146,8 + 0,6206 144,4 + 0,8892 -2,438 0,1237
K 3,506 + 0,1070 3,475+ 0,1588 -0,03125 0,9695
Ca 1,011 £ 0,06274 0,9494 + 0,07397 -0,06188 0,7340
Cl 111,2 + 00,8766 107,4 £ 1,522 -3,750 0,0752
Ht 41,41 +1,571 45,66 + 2,131 4,250 0,0114*
Hb 13,94 + 0,4921 15,32 £ 0,6767 1,375 0,0137*
Glu 145,8 + 10,25 184,5 + 9,881 38,69 0,0114*
Lac 1,218 £0,1171 2,287 + 0,3493 1,069 0,0023*
Crea 0,3706 = 0,01453 0,4994 + 0,03878 0,1288 0,0178*
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6.1.7 — Estudos de Correlacéao

O valor de hematdcrito do grupo desnervado se correlacionou de forma
positiva com a pressdo arterial média, com o dominio simpéatico da analise
simbdlica (Ov) e com o desvio padrédo da pressao arterial, porém correlacionou-
se de forma negativa com o dominio parassimpatico da analise simbdlica (2v)
(Figura 6)
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Figura 6: Correlacdo entre hematdcrito e presséo arterial média, analise simbdlica e desvio

padrédo da presséao arterial

O grupo desnervado apresentou correlacao positiva entre glicemia sérica

e parametros de sensibilidade barorreflexa espontanea, indice alfa e IGB (Figura

7
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Figura 7: Correlacéo positiva entre glicose e sensibilidade barorreflexa espontanea

Observou-se correlacdo positiva entre glicose e dominio simpético da

analise simbdlica e correlacao negativa com dominio parassimpatico (Figura 8)
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Figura 8: Correlacéo entre glicose e andlise simbdlica

O cloro apresentou correlagcdo negativa com o dominio simpatico da
analise simbdlica e positiva com o dominio parassimpatico (2v), assim como o
sédio. O potassio apresentou o inverso, correlagdo positiva com Ov e negativa
com 2v (Figura 9).
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Figura 9: Correlacao entre eletrdlitos e anélise simbdlica

O parametro de variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da
frequéncia LF e a razdo LF/HF se correlacionaram de forma positiva com o
dominio simpatico da analise simbdlica (Ov), enquanto o parametro HF

apresentou correlacdo negativa com o mesmo dominio (Figura 10).
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LF/HF vs OV

0.8 p=0.0078
r= 0.6500
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Figura 10: Correlacédo entre parAmetros de variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da
frequéncia e analise simbdlica do grupo desnervado

O dominio parassimpatico da andlise simbdlica (2v) apresentou

correlacao negativa com o desvio padrao da pressao arterial sistolica (Figura 11)

2v vs DP PAS
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Figura 11: Correlacédo entre analise simbdlica e desvio padrdo da presséo arterial sistélica do
grupo desnervado

A creatinina se correlacionou de forma positiva com o parametro LF da
variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia e de forma
negativa com o parametro HF (Figura 12)
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Figura 12: Correlacao entre creatinina e variabilidade da frequencia cardiaca no dominio da
frequencia do grupo desnervado



positiva com o desvio padrdo da presséao arterial sistdlica (Figura 13)

pCcOo2

604

40

20+

37

Os parametros metabdlicos pCO2 e hematdcrito apresentaram correlacao

pCO2 vs DP PAS
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Figura 13: Correlagéo entre pCO2 e desvio padréo da presséo arterial
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6.2 Efeitos da sepse induzida por ligadura e puncédo cecal:
Sham x Sham sepse x DSA x DSA sepse

6.2.1 Parametros hemodinamicos:

Na 2a hora, o grupo DSA sepse apresentou menor pressao arterial
diastolica (PAD) e pressao arterial média (PAM) em comparacao aos grupos
sham e sham sepse, e menor pressao arterial sistdlica (PAS) em comparacéo
ao grupo sham.

No momento final, o grupo sham sepse apresentou menor PAD, PAS e
PAM em comparacdo ao grupo sham; o grupo DSA sepse também apresentou
diminuicdo de PAD, PAS e PAM em comparacao ao grupo sham e ao grupo
DSA.

O grupo sham sepse apresentou taquicardia quando comparado ao grupo
sham, tanto na 2a hora quanto no momento final, provavelmente associada a
acao do barorreflexo que estava integro nesse grupo (Figura 14) (Tabela 1 —
apéndice)

Sepse = <0.0001 Sepse = <0.0001
Desnervacao = <0.0001 Desnervacdo = <0.0001

Tem, 0.4658 Tempo = 0.1881

- PAD ' PAS

1505 150

" *
*
o 100 o 100 &
I ) *® I
E * # * o c
£ ! E
50- r| ﬂ 50
0- T T 0- T T
2h Final 2h Final

Sepse = <0.0001 Sepse = :a”.aom
Desnervacdo = <0.0001 Desnervacao = 0.9165
Tempo = 0.3339 PAM Tempo = 0.0461 FC

1504 600+ *

* m SHAM
= SHAM SEPSE

100 * 400+ = DsA
T . * £ DSA SEPSE
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E 504 ﬂ 200

0- T T 0- T T
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Figura 14: Parametros hemodinamicos.
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs sham sepse; & p<0,05 vs das
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6.2.2 Variabilidade da frequéncia cardiaca

Na analise da VFC no dominio do tempo néo foram observadas diferencas
estatisticas no desvio padréo do intervalo de pulso (SD-PI) entre os grupos na
2a hora, porém no momento final ele se apresentou diminuido para o grupo sham
sepse em comparacédo ao grupo sham. O grupo DSA sepse também demonstrou
diminuicdo de SD-Pl quando comparado ao grupo sham e ao grupo DSA.
(Tabela 2 — apéndice)

O parametro RMSSD n&o demonstrou alteracdo estatisticamente
significativas entre os grupos, em ambos 0os momentos analisados (Figura 15)
(Tabela 2 - Apéndice)

Sepse = <0.0001 Sepse = 0.0138

Diesnervagdo = 0.1155 Desnervagio = 0.0408

Tempe = 0.1815 SD-P| Tempo = 0.2544 RMSSD

m SHAM
8 = SHAM SEPSE
= DSA

2 :’: * §4I—. H £ DSA SEPSE
gl 1'1x oo ﬂ[‘l ﬂﬂ

2h Final Final

Figura 15: Parametros de variabilidade da frequéncia cardiaca — Dominio do tempo.
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs sham sepse; & p<0,05 vs dsa

A anadlise da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da
frequéncia foi realizada através dos parametros: low frequency (LF), high
frequency (HF) e razdo LF/HF, ndo sendo demonstrada alteracdo significativa
para 0s parametros entre 0s grupos, na segunda hora.

No momento final o grupo DSA apresentou aumento de LF e da razéo
LF/HF e diminuicdo de HF em comparacéo ao grupo sham sepse. O grupo DSA
sepse apresentou diminuicdo de LF e aumento de HF em comparacéo ao grupo
DSA e ao grupo sham, e diminui¢cdo da razdo LF/HF em comparacdo ao grupo
DSA (Figura 16) (Tabela 3 - Apéndice)
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Figura 16: Parametros de variabilidade da frequéncia cardiaca — Dominio da frequéncia
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs shadasepse; & p<0,05 vs dsa

6.2.3 Variabilidade da presséao arterial sistdlica

N&o houve diferenca significativa entre os grupos no desvio padréo da
pressao arterial sistdlica (SD-PAS) na 2a hora, porém no momento final o grupo

DSA apresentou aumento significativo em comparacéo ao grupo sham.

O grupo DSA sepse apresentou reducdo de LF-PAS em comparacao ao
grupo sham na 2a hora, porém no momento final ndo foram observadas

alteracdes significativas entre os grupos (Figura 17) (Tabela 4 — apéndice)
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Figura 17: Pardmetros de variabilidade da presséo arterial
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs sham sepse; & p<0,05 vs dsa

6.2.4 Anélise simbdlica:

N&o foi observada alteracao significativa entre os grupos, em nenhum dos
momentos para 0s parametros da analise simbolica (Figura 18) (Tabela 5 -

Apéndice)
Sepse = 0.7439 Sepse =0.2728 Sepse = 0;870
Desnervacdo = 0.4276 Desnervagdo = 0.6510 Desnervagdo = 0.0159
Tempo = 0.3558 ov Tempo = 0.5770 1v Tempo = 05403 2V
80 80
m SHAM
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= DsA
= 40 = 40 2 = DSA SEPSE
20
0 T T 0 T T 0 T T
Zh Final 2h Final 2n Final

Figura 18: Parametros da analise simbdlica
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs sham sepse; & p<0,05 vs dsa

6.2.5 Sensibilidade barorreflexa esponténea

N&o houve diferenga significativa na comparagéo do indice alfa entre os
grupos na segunda hora, porém no momento final o grupo sham sepse
apresentou menor indice comparado ao grupo sham, indicando que a sepse

possa ter favorecido essa reducgéo (Figura 19).
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Figura 19: Sensibilidade barorreflexa espontanea - indice alfa
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs sham sepse; & p<0,05 vs DSA

Na segunda hora e no momento final os grupos sham sepse, DSA e DSA
sepse demonstraram diminuicdo de BRR UP e BRR DOWN. Com relacéo a
analise total, BRR ALL, na segunda hora o grupo DSA sepse demonstrou
diminuicdo em comparacdo ao grupo sham e no momento final tanto o sham
sepse, quanto os DSA e DSA sepse demonstraram diminuicdo em comparagao
com o grupo sham (Figura 20) (Tabela 06 — Apéndice).
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Figura 20: Sensibilidade barorreflexa espontanea — indice de eficacia barorreflexa
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs sham sepse; & p<0,05 vs dsa

6.2.6 Hemogasometrias

N&o houve alteracéo significativa de pH entre os grupos, independente do
momento de analise.

Na segunda hora néo foi evidenciada diferenca estatistica na pressédo
parcial de CO2 (pCO2) entre os grupos, poréem no momento final o grupo sham
sepse apresentou diminuicdo em comparacao ao grupo sham e o grupo DSA

apresentou aumento em comparacao ao grupo sham sepse.

O grupo sham sepse apresentou diminuicdo do bicarbonato sérico em

comparacao ao grupo sham, na segunda hora e no momento final. Apresentou,
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também, diminuicdo quando comparado a ele mesmo na segunda hora. Ja o

grupo DSA apresentou aumento de HCO3 em comparacéo ao sham sepse, e 0

grupo DSA sepse apresentou diminuicdo em comparacao aos grupos sham e

DSA, no momento final.

N&ao foi observada diferenca significativa entre os grupos do parametro

base excess (BE) na segunda hora. J& no momento final, o grupo sham sepse

apresentou diminuicdo em comparagdo com 0 grupo sham e em comparacao

com ele mesmo na 2a hora; o grupo DSA apresentou aumento em comparagao

ao grupo sham sepse; o grupo DSA sepse apresentou diminuicdo em

comparacao ao sham, ao DSA e a ele mesmo no momento 2a hora (Figura 21)

(Tabela 07 — Apéndice).
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Figura 21: Hemogasometria — Equilibrio 4cido-base
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs sham sepse; & p<0,05 vs DSA; @ p<0,05 vs mesmo

grupo na 2a hora
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Os parametros de hematécrito e hemoglobina ndo apresentaram

diferenca estatistica significativa entre os grupos, independente do momento das

analises (Figura 22).
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Figura 22: Hemogasometria — Hematdcrito e hemoglobina
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs sham sepse; & p<0,05 vs das; @ p<0,05 vs mesmo
grupo na 2a hora

Na segunda hora ndo foi observada alteracdo estatisticamente
significativa no perfil eletrolitico (potassio, sédio, cloro e calcio) dos grupos

avaliados.

No momento final o grupo sham sepse apresentou aumento de potassio
(K) e cloro (Cl) em comparacdo ao grupo sham, além de ter apresentado
aumento do K em comparacao com ele mesmo entre oS momentos avaliados.
N&o foram observadas alteracdes significativas em sédio e célcio entre os grupos

no momento final (Figura 23).
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Figura 23: Hemogasometria — Perfil eletrolitico
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs sham sepse; & p<0,05 vs DSA; @ p<0,05 vs mesmo
grupo na 2a hora
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Na segunda hora nao foi observada alteracao significativa de glicose e

lactato entre os grupos analisados.

O grupo sham sepse apresentou diminuicdo do valor de glicemia e
aumento do valor de lactato entre a 2a hora e o momento final. O grupo DSA
sepse apresentou aumento progressivo do lactato ao longo do periodo de

avaliacao, demonstrando maior valor no momento final

O grupo DSA sepse apresentou aumento da glicemia em comparacao ao

grupo sham sepse, no momento final

O grupo sham sepse apresentou aumento do lactato em comparacdo ao

grupo sham, no momento final, assim como o grupo DSA sepse.

Na segunda hora tanto o grupo sham sepse quanto o grupo DSA sepse

apresentaram aumento do valor de creatinina em comparag¢ao ao grupo sham.

No momento final todos os grupos apresentaram aumento da creatinina
em comparagdo com 0 grupo sham; o grupo sham sepse e DSA sepse
apresentaram aumentos progressivos durante os momentos de analise (Figura
24)
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Figura 24: Hemogasometria — Perfil metabdlico
Legenda * p<0,05 vs sham; # p<0,05 vs sham sepse; & p<0,05 vs DSA; @ p<0,05 vs mesmo
grupo na 2a hora
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7. Curva de mortalidade

Um dos principais objetivos do nosso trabalho foi avaliar a importancia da
integridade do sistema nervoso autbnomo no curso temporal da sepse. Os dados
da curva de mortalidade (Figura 25) demonstram que 0s animais do grupo DSA
sepse apresentam mortalidade de forma precoce comparado ao sham sepse
(p=0,089).

Na 3a hora 75% dos animais desnervados haviam evoluido para obito,
enquanto somente 12,5% dos animais do grupo sham sepse haviam
apresentado mortalidade. Ao final da 4a hora de experimento o grupo DSA sepse

ja apresentava 87,5% de mortalidade vs. 37,5% no grupo controle.

Confirmando entdo desta forma a importancia da integridade do sistema
nervoso autbnomo no curso temporal da sepse, de acordo com o impacto que a

desnervagdo sino adrtica causou na curva de mortalidade dos grupos sépticos.

Curva de mortalidade p = 0.0089
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Figura 25: Curva de mortalidade
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8. Discusséo
8.1 Efeitos da Desnervacao sino aortica

8.1.1 Parametros hemodinamicos, VFC e sensibilidade barorreflexa

espontanea

A pressdao arterial representa a pressao exercida pelo sangue na parede
dos vasos, a pressdo arterial sistdlica representa a pressdo referente ao
momento da sistole e a diastolica no momento da diastole, sendo a ultima um
bom marcador do tdnus arterial e perfusdo do ventriculo esquerdo (54). De
acordo com o observado no presente estudo os animais desnervados
apresentaram aumento da pressdo arterial diastélica em comparacdo com o
grupo controle, fato que poderia ser justificado pela taquicardia apresentada pelo
mesmo grupo, fazendo com que houvesse diminui¢cdo no tempo diastélico do
ciclo cardiaco, levando ao prejuizo do declinio diastélico da presséo arterial, de

acordo com Hamzaoui, et. al. (56)

A taquicardia apresentada pelo grupo desnervado corrobora com dados
da literatura que demonstraram a mesma alteragdo em ratos submetidos a

desnervacéo sino aértica, 7 dias apés o procedimento (57)

A variabilidade da frequéncia cardiaca denota boa adaptabilidade do
organismo e acoplamento entre sistema nervoso autdbnomo (SNA) e sistema
circulatério, apresentando-se diminuida em situacdes de doenca com adaptacéo
anormal e insuficiente do SNA (45). A reducéo da VFC é apontada como um
indicador de risco, em individuos normais e doentes, ilustrando a importancia do
SNA na homeostase (31). O grupo desnervado apresentou diminuicdo dos
parametros globais da VFC (desvio padrdo do intervalo de pulso, variancia do
intervalo de pulso e power total), dados que ilustram a confiabilidade da

intervencao cirurgica realizada.

A avaliacdo da VFC no dominio do tempo demonstrou somente
diminuicdo do indice RMSSD para o grupo desnervado, denotando menor
componente autondmico de modulagéo fisiologica parassimpatica, ou seja, tbnus

vagal, para este grupo. A alteragcdo somente em modulagcéo parassimpatica é
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descrita em estagios iniciais da disfuncdo autonémica, ja em estagios avancados
de disfuncdo costuma ser caracterizada alteracdo em modulagdo simpatica e
parassimpatica (58). Tal fato esta de acordo com o demonstrado pelo nosso
experimento, visto que a analise foi realizada em um curto periodo de tempo

apos a desnervacao.

A avaliacdo da VFC no dominio da frequéncia demonstrou somente a
diminuicdo de very low frequency (VLF). A utilizagdo deste componente ainda é
restrita devido auséncia de completo entendimento sobre seus conceitos
fisiologicos, porém acredita-se que possa estar relacionado a flutuagdes no
sistema renina angiotensina aldosterona, termorregulacédo e tbnus vasomotor
periférico (41) Em estudo com pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca
congestiva VLF se demonstrou um bom preditor de risco, além de demonstrar
associacdo com altas concentracbes de peptideo natriurético cerebral (BNP),
que é utilizado como marcador de insuficiéncia cardiaca por ser secretado pelos
ventriculos em resposta ao aumento das pressées de enchimento, presente
principalmente nos quadros congestivos (59). Em estudo com pacientes
infartados VLF se demonstrou o melhor preditor, dentre as analises no dominio
da frequéncia, para taquicardia ventricular assim demonstrando sua importancia
como preditor de risco nesse grupo de pacientes. As demais andlises, high
frequency e low frequency ndo demonstraram significancia estatistica entre os
grupos, apesar de ser possivel a percepc¢do de tendéncia de diminuicdo para o

grupo desnervado.

Na analise dos parametros de variabilidade da presséo arterial sistélica
(PAS) houve aumento do desvio padrao e da variancia da PAS para o grupo
desnervado, dado que corrobora com a literatura proposta pelo nosso grupo que
considera o0 aumento da variabilidade da pressao arterial o marcador
hemodindmico mais importante da DSA (60), além de associa-los a redugéo dos
indices de variabilidade da FC (57), também de acordo com o demonstrado no
presente estudo. A alta variabilidade da pressao arterial caracteristica em ratos
submetidos a desnervacdo sino aortica esta relacionada a alteracbes na

resisténcia vascular de leitos mesentéricos, renais e de membros posteriores,
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além de alteracbes em controle da atividade vascular mediadas por

vasopressina, angiotensina e mudancas posturais e respiratérias (61).

Estudos recentes demonstram que apesar de ser esperada alteragao
pressorica ap0s DSA, alguns dias ap0s a intervencdo o0s niveis pressoricos
tendem a normalizar, porém apesar da normalizacdo da presséao arterial a sua
variabilidade permanece aumentada nesses animais. Acredita-se que para essa
tentativa de compensacdo pressorica ocorra ativacdo de mecanismos
compensatorios, envolvendo o controle respiratério (61). Tais dados, auséncia
de diferenca na pressdo arterial entre 0s grupos, associada ao aumento
persistente da variabilidade, sdo sincrénicos com 0s encontrados em nosso
experimento, assim como no estudo proposto por Wenker et. al., que demonstrou
hipertensdo apenas nas primeiras 24 horas apds desnervagdo sinoaortica em

ratos, evoluindo para normotensao no terceiro dia apés intervencgdao cirurgica (62)

Uma das hipéteses para esse tipo de compensacao da pressao arterial
envolve a interacdo renal na promocéo de natriurese e diurese nesses animais,
porém Osborn and England refutaram essa hipotese, e associaram a alteracao

a falha em manter a ativacao simpéatica de forma crénica apds DSA (63)

A avaliacdo da analise simbodlica demonstrou aumento do dominio
simpético (Ov) para o grupo desnervado, de acordo com dados propostos por
Krieger, sobre aumento da atividade simpatica e resisténcia vascular periférica

em ratos submetidos a desnervacao sino aodrtica (64).

A sensibilidade barorreflexa espontanea foi analisada através do indice
alfa e do indice de eficacia barorreflexa (método da sequéncia), se
demonstrando diminuida para o grupo desnervado, o que é esperado sob a
condicao de retirada das aferéncias barorreflexas (41). Na analise do método da
sequéncia o0 aumento das rampas de pressdo (UP BP RAMPS, DOWN BP
RAMPS, ALL BP RAMPS) apresentados pelo grupo desnervado pode
correlacionar-se com o aumento da variabilidade da presséo arterial apresentada

pelo mesmo grupo.
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Em nosso estudo foi observada correlacéo positiva entre a glicemia e a
sensibilidade barorreflexa espontanea (indice alfa e IGB) do grupo desnervado,
fato ndo correlato com dados da literatura que abordam a associacdo entre a
diminuicdo da sensibilidade barorreflexa e hiperglicemia de pacientes né&o
diabéticos apOs acidente vascular cerebral, sendo inclusive a hiperglicemia
desses pacientes um fator independente de prognostico desfavoravel nesse
cenario (65)

8.1.2 Hemogasometrias

Alteracdes do padrdo ventilatorio como reducdo da frequéncia
respiratoria, diminuicdo do volume minuto e aumento do tempo inspiratorio,
expiratorio, sdo descritas em ratos submetidos a DSA, porém essas alteracdes
nao foram observadas em ratos submetidos a desnervacdo seletiva. Tais
mudancgas correlacionam-se com diminuicdo de PaO2 e SaO2 associada a
aumento de PaCO2 para os animais do grupo intervencgao (66). De fato, trabalho
de 2001 de nosso grupo, indica reducéo de até 30% de reducédo da frequéncia
respiratoria no grupo submetido a desnervacao sinoaortica, o que justificaria a
interpretacdo de déficit ventilatério (67). Apesar de nossos dados ndo terem
demonstrado significancia estatistica nos gases arteriais € possivel perceber
uma tendéncia de compatibilidade com os dados apresentados pela literatura,

principalmente sobre a retencédo de CO2 (66).

O aumento de hematdcrito e hemoglobina para o grupo desnervado pode
sugerir hemoconcentracao, talvez associada a contracao esplénica que ocorre
em consequéncia da ativacdo simpatica (68, 69) Dado que esta de acordo com
a correlacdo positiva encontrada entre hematocrito e dominio simpético da
analise simbdlica (0Ov), pressado arterial média e desvio padrdo da pressao
arterial, corroborando com o entendimento sobre a ativagdo simpatica e impacto
da viscosidade sanguinea no fluxo e na presséo arterial (70). llustra ainda tal
interrelacdo a correlacdo negativa entre hematdcrito e dominio parassimpatico
da analise simbdlica. A hemoconcentragdo também pode estar relacionada a

possivel desidratacdo, cabendo o questionamento sobre possivel tendencia a
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azotemia pré-renal, sugerida para o grupo desnervado com 0 aumento da

creatinina sérica

O aumento da glicemia e do lactato para o grupo desnervado pode estar
relacionado com a ativagdo simpatica proeminente neste grupo, uma vez que
sabidamente existe a interacdo das catecolaminas no estimulo a glicdlise,

resisténcia insulinica e hiperlactatemia do tipo B (71).

A correlacdo positiva encontrada em nosso estudo, entre glicose e
dominio simpatico da andlise simbdlica (Ov) e negativa entre glicose e dominio
parassimpatico (2v) também corrobora para esse entendimento sobre a
interacdo metabdlica do SNA. Além do que € conhecida a modulacdo
parassimpatica na secrecdo insulinica (72), uma vez suprimido dominio
parassimpatico poderia estar consequentemente suprimimda essa secrecao,
levando a liberagcdo deficitaria e/ou insuficiente de insulina no cenario da

desnervacéo sino aortica.

A hiperlactatemia também pode estar correlacionada ao déficit
perfusional, metabolismo anaerdbico, devido a vasoconstricdo periférica,

levando a hiperlactatemia tipo A (71).

E bem estabelecida na literatura a relacdo entre diabetes mellitus e
disfungcéo autonémica devido a exposi¢do cronica a situacdes de hiperglicemia,
caracterizando desta forma as neuropatias diabéticas (73). De acordo com
nossos achados, glicemia aumentada para o grupo desnervado em comparacao
ao grupo controle, pode gerar um guestionamento sobre o impacto da disfuncéo
autonébmica na patogénese do diabetes mellitus, possivelmente atrelado a
resisténcia insulinica gerada por mediadores contrarregulatérios como

catecolaminas e glucagon, produtos da atividade simpatica acentuada (74).

O cloro sérico se correlacionou de forma negativa com o dominio
simpatico {Ov) e de forma positiva com o dominio parassimpatico da analise
simbdlica (2v), assim como o sédio. Ja o potassio apresentou 0 comportamento

inverso, se correlacionando de forma positiva com o dominio simpatico e
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negativa com o dominio parassimpatico, sugerindo interacéo ativa de sistema

nervoso autbnomo na homeostase desses ions.

Foi observada correlagéo positiva entre dominio simpético da analise da
variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia (LF) e dominio
simpatico da analise simbdlica (Ov). A razdo LF/HF também se correlacionou de
forma positiva, sugerindo maior impacto simpatico de dominio. O dominio
parassimpatico da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia
(HF) se correlacionou de forma negativa com o dominio simpético Ov, em

concordancia com o predominio simpatico apresentado nesse contexto.

A correlagdo negativa entre o dominio parassimpatico da anadlise
simbdlica (2v) e o desvio padrdo da pressao arterial é consoante com o
predominio simpatico caracteristico no grupo desnervado e a auséncia de

linearidade no controle pressérico do mesmo grupo.

A creatinina se correlacionou de forma negativa com o dominio
parassimpatico da VFC (HF) e de forma positiva com o simpético (LF), sugerindo
impacto negativo do estimulo adrenérgico sobre a taxa de filtragdo glomerular,
podendo ser ilustrado de acordo com a descricdo da disfuncao renal associada

ao estresse oxidativo em ratos submetidos a desnervacéao sinoadrtica (75)
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8.2 Efeitos da sepse induzida por ligadura e perfuragcéo cecal:

Sham x Sham sepse x DSA x DSA sepse

8.2.1 Parametros hemodinamicos, VFC e sensibilidade barorreflexa

espontanea

Na sepse a hipotensdo € originada principalmente em decorréncia da
vasoplegia, que provoca a diminuicdo da resisténcia vascular periférica em
decorréncia da venodilatacdo (76) secundaria a hiporreatividade mediada por
substancias como oxido nitrico (21). Com a queda da pressao arterial ocorre a
ativacdo dos barorreceptores desencadeando inUmeras respostas
compensatorias, dentre elas o aumento da frequéncia cardiaca (32).

Na 2a hora, a diminuicdo de PAS, PAD e PAM do grupo dsa sepse em
comparacao ao grupo sham e diminuicdo de PAD e PAM comparado ao sham
sepse, sao condizentes com a hipotensdo comumente observada na sepse.
Cabe ressaltar, entretanto, que possivelmente tal alteracéo pressérica ndo tenha
sido observada no grupo sham sepse, no mesmo momento, devido a possivel
ativacdo barorreflexa ilustrada pelo aumento da frequéncia cardiaca para o
grupo. Tal mecanismo compensatoério nao foi observado no grupo dsa sepse, de
modo esperado, devido a desaferentacdo sinoaortica causada pela
desnervacéo, denotando o prejuizo da disfuncdo autonémica nesse cenario, ou
seja, a disautonomia pode ser um dos motivos que justifiquem a caracteristica

de apresentacao heterogénea da sepse, ja em sua fase inicial.

No momento final, o grupo sham sepse demonstrou diminuicdo de PAS,
PAD e PAM em comparagdo com o grupo sham, fato esperado visto que de
acordo com a metodologia empregada o choque séptico foi estabelecido com
PAM <65mmHg. O grupo DSA sepse também apresentou menores valores de
PAS, PAD e PAM em comparacdo ao grupo sham e ao grupo desnervado,

caracterizando o impacto da sepse nesse cenario.

A diminuicdo do desvio padréo do intervalo de pulso (SD-IP) do grupo
sham sepse em comparacéo com o sham e do DSA sepse em comparacgado com

o DSA, no momento final, caracterizam a menor variabilidade da frequéncia
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cardiaca para 0S grupos sépticos em comparacdo aos grupos controles,
demonstrando o prejuizo da adaptabilidade autonédmica no cenario do choque
séptico tanto para o grupo desnervado quanto para o higido, dado condizente
com a literatura que cita a utilizacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca
como possivel marcador de gravidade, estratificacdo e até preditor de disfuncao

de multiplos 6rgdos em pacientes sépticos (44).

O aumento de LF e diminui¢cido de HF do grupo DSA em comparagdo com
o grupo sham sepse denota maior modulagédo simpética e menor parassimpética
para o grupo desnervado. Ja o grupo DSA sepse comparado ao grupo sham e
ao grupo DSA, demonstrou menor modulacdo simpéatica (LF). Podemos sugerir
que o fator sepse pode ter impelido impacto negativo sobre a modulacdo
simpatica no choque séptico do modelo utilizado. Dado conivente com resultados
obtidos em estudo realizado por Goldstein, que demonstrou diminuicdo de
presséao arterial média e do dominio low frequency em coelhos apés a aplicacao
de endotoxina, sugerindo que a associacdo dos dois parametros poderia ser
utilizada como marcador precoce de choque (77). Outro estudo, utilizando nosso
mesmo modelo experimental de ligadura e puncdo cecal, também mostrou

reducdo de componente LF e razdo LF/HF para esses animais (78)

O grupo DSA sepse demonstrou aumento de HF em comparacdo ao
grupo desnervado e ao grupo sham, denotando maior atividade vagal cardiaca
para esse grupo. Sabe-se que a modulacdo parassimpética além de efeitos
cardiovasculares e hemodinamicos possui importante papel imunomodulador
através do reflexo anti-inflamatorio colinérgico. Este reflexo iniciado pelo
estimulo vagal que promove a interacdo da acetilcolina com receptores
nicotinicos presentes em macréfagos e em outras células produtoras de
citocinas, pode suprimir dessa forma principalmente a producédo de TNFa e IL-6,
mediadores limitantes para o inicio da resposta pr6 inflamatéria (79). Sendo
assim podemos sugerir a possivel relacdo entre a disfuncdo autonémica, o
choque e a resposta anti-inflamatoria exacerbada (compensatory
antiinflammatory response — CARS), contribuindo para o desfecho desfavoravel

do grupo
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O grupo DSA sepse demonstrou diminuicdo da razdo LF/HF em
comparacao ao grupo DSA, indicando o impacto negativo da sepse no balanco
simpatovagal. De fato, tal razdo pode ser utilizada como preditor de gravidade
guando <1,0 para pacientes sépticos, podendo inclusive ser correlacionada com

SOFA >3 em estudo conduzido por Barnaby, et. al. (80)

No momento final foi observada maior variabilidade da pressao arterial
para o grupo DSA em comparagdo ao grupo controle, o que esta de acordo com
a literatura que a considera o principal marcador hemodinamico da desnervacéo
sinoaortica (60). Porém, néo foi observado em nosso estudo o aumento da
variabilidade da pressédo arterial (BPV) para 0s grupos sépticos conforme
descrito na literatura. Um estudo conduzido com 102 pacientes considerou tal
aumento compativel com a gravidade do quadro séptico, descrevendo entédo
sobre a possibilidade de utilizar o BPV como preditor de prognostico e disfuncéo
organica nesse cenario, ilustrando a disfuncdo autonémica e inabilidade em

manter a linearidade do controle pressorico (81).

Na segunda hora o grupo DSA sepse apresentou diminuicdo da
modulacdo vascular simpética (LF-PAS) em compara¢do com o grupo sham,
denotando o impacto da disfuncdo autondmica na modulagdo vascular no

cenario séptico.

Uma das formas de avaliar a sensibilidade barorreflexa espontanea é
através do indice alfa (30), que na 2a hora ndo apresentou nenhuma diferenca
entre os grupos, porém no momento final o grupo sham sepse apresentou
diminuicdo comparado ao grupo sham, ilustrando a menor sensibilidade
barorreflexa causada pela sepse no cenario de choque séptico. Esse dado tem
extrema relevancia e aplicabilidade clinica podendo justificar a pior
adaptabilidade e resposta autonémica contribuindo para o pior desfecho
presente no choque.

Outra forma de avaliacdo da sensibilidade barorreflexa espontanea é
através do indice de eficacia barorreflexa (ALL BEI) (45), que demonstrou o
mesmo comportamento do indice alfa para o grupo sham sepse em comparagao

ao grupo sham, fortalecendo o dado sobre o impacto desfavoravel causado pela
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sepse na sensibilidade barorreflexa espontanea, conforme discutido

anteriormente.
8.2.2 Hemogasometrias arteriais

A avaliacdo hemogasométrica ndo demonstrou alteracdo no pH dos
grupos avaliados independentes do momento, fato comum inclusive em
pacientes graves, devido aos inUmeros mecanismos compensatorios, como

solucbes tampdes, mecanismo respiratério, envolvidos na regulacéo do pH (82).

Observou-se diminuicdo da presséao parcial de CO2 (pC0O2) para o grupo
sham sepse em comparacao com o grupo sepse nho momento final, fato que pode
ser explicado pelo aumento da frequéncia respiratoria que esses animais
demonstraram. Esse dado é interessante de ser comparado ao apresentado pelo
grupo DSA sepse, que possivelmente ndo demonstrou tal diminuicdo da pCO2

devido tendencia a retencao e bradipneia ja descrita para o modelo (61)

O grupo sham sepse apresentou diminuicdo de bicarbonato (HCO3) em
comparagao com o grupo sham na segunda hora e no momento final, dado que
esta de acordo com o descrito na literatura sobre a frequéncia da acidose
metabdlica na sepse. E interessante observar que ao longo do periodo de
observacédo o valor do bicarbonato sérico do grupo sham sepse decaiu, sendo
menor no momento final, fato que também esta de acordo com a literatura que

correlaciona a gravidade da acidose metabdlica com a gravidade do quadro (82).

O grupo DSA sepse também apresentou diminuicdo do bicarbonato
guando comparado ao sham e ao DSA, no momento final, corroborando com o

descrito acima.

N&o foi observada alteragdo significativa entre os grupos para o parametro
base excess (BE) na segunda hora, porém no momento final o grupo sham sepse
apresentou diminuicdo importante quando comparado ao grupo sham e a ele
mesmo na 2a hora; o grupo DSA sepse apresentou 0 mesmo comportamento. A
utilizacdo do BE, “Copenhagen approach” é feita como uma forma de definir e
guantificar a acidose metabdlica, sendo considerada presente quando -2mEg/L,

considerando-se maior a gravidade da acidose quanto mais negativo o valor,
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uma vez que a mensuracao diz respeito a quantia de base necessaria para
restaurar o pH de 7,4, em condic6es estaveis de pCO2 (40mmHg) e temperatura
(37°C) (82)

E importante que os dados de equilibrio acido-base sejam discutidos
juntamente com as informacgdes sobre o cloro, uma vez que ele é parte ativa
nesse processo de regulacdo. Sendo assim, na segunda hora nao foi observada
nenhuma alteracdo do cloro sérico entre 0s grupos, porém no momento final o
grupo sham sepse apresentou aumento em comparagédo ao grupo sham, dado
gue condiz com a diminui¢cdo do bicarbonato para 0 mesmo grupo no mesmo
momento, associado a diminuicdo do BE, nos levando a considerar a hipétese

de acidose hiperclorémica para esses animais.

Tal discusséo se faz muito interessante uma vez que na literatura é bem
estabelecida a relacdo existente entre pacientes criticos e hipercloremia,
justificada na maioria das vezes pelos grandes volumes de solucéo salina NacCl
0,9% utilizados no tratamento desses pacientes, 0 que em nosSso cenario nao €
uma hipdtese viavel visto que esses animais nao passaram por terapia. Desta
forma cabe o questionamento sobre 0 mecanismo enddgeno da hipercloremia
na sepse, pouco discutido na literatura. Kellum, et al compararam os niveis
séricos de cloro de caes saudaveis anestesiados: os animais foram submetidos
a coleta basal, e posteriormente a infusao de solucéo salina, tendo sua segunda
amostra coletada apés o procedimento; esses dados foram comparados com a
segunda fase do experimento onde os animais tiveram a amostra basal coletada
e posteriormente foram submetidos a injecdo de endotoxina, tendo novamente
uma segunda amostra coletada. O aumento de cloro foi significativo apds a
endotoxina (137,0+6,1mmol/L) em comparacdo ao pdés-solucdo salina
(127,7+£5,1mmol/L) p=0,016. A hipdtese postulada é que ocorra o shift de cloro,
do extravascular para o intravascular, secundario a injuria endotelial causada

pela endotoxina (83).

Ainda na avaliagdo dos eletrolitos, o potassio sérico ndo apresentou
alteracdo entre os grupos na 2a hora. No momento final o grupo sham sepse

apresentou aumento em comparagdo ao grupo sham e em comparacao a ele
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mesmo na 2a hora, caracterizando um aumento progressivo no decorrer do
tempo. Dentre as principais causas de hipercalemia descritas pela literatura
estdo a injaria renal e o prejuizo na taxa de filtracdo glomerular (84) dados
condizentes com nossos achados, de acordo com o comportamento da
creatinina entre os grupos. Na segunda hora tanto o grupo sham sepse quanto
0 DSA sepse apresentaram aumento da creatinina em comparacao ao grupo
sham. No momento final esse comportamento se manteve, além disso o0 grupo
DSA também apresentou aumento em comparacao ao controle, ilustrando de

forma clara o impacto da disautonomia na funcao renal.

Os dois grupos sépticos apresentaram evolucéo crescente dos valores ao
longo do tempo, apresentando maiores concentragfes de creatinina sérica
(quando comparados a eles mesmos) no cenario do choque, ou seja, no
momento final. De acordo com a literatura, a injuria renal aguda (IRA) secundaria
a sepse é uma complicacdo frequente, sendo justificada por 3 principais
mecanismos: disfungdo microvascular, inflamacao e reprogramacao metabdlica.
Seu diagnéstico é feito principalmente com base no aumento da creatinina sérica
e diminuicdo do débito urinario (85), desta forma podemos sugerir que oS grupos

sépticos desenvolveram IRA ao longo do protocolo.

Com relacdo ao metabolismo energético, na segunda hora ndo houve

alteracao significativa entre 0s grupos.

No momento final o grupo sham sepse apresentou diminuicdo importante
da glicemia comparado ao valor apresentado na 2a hora, cabendo ressaltar que
no primeiro momento o valor estava tendendo a hiperglicemia e evoluiu para
diminuicdo importante com tendencia a hipoglicemia, na situacdo do choque
séptico (momento final). Dados mostram que inicialmente a sepse apresenta um
estado hiper catabdlico caracterizado pela hiperglicemia, que ocorre devido aos
altos niveis de hormdnios contrarregulatérios circulantes como cortisol,
catecolaminas e citocinas inflamatérias. Isto levaria a um quadro de resisténcia
insulinica (86) além de alteragbes ainda mais especificas relacionadas a
sensibilidade da insulina como: inibicdo da atividade tirosina quinase da
subunidade beta, perda de receptores de membrana secundaria a atividade
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proteolitica, e translocacédo de receptores. Ja a hipoglicemia também pode ser
frequente, mas esta relacionada com fases mais avancadas e estado
hipocatabdlico com alteragdo do metabolismo a nivel hepatico e esgotamento de
reservas protéicas (87) Desta forma, justificando o comportamento apresentado
pelo grupo sham sepse e nos permitindo o questionamento sobre a possivel
utilizagdo do perfil glicémico como auxiliar na estratificagdo do momento de
evolugdo em que o paciente se encontra. De fato, a hiperglicemia pode ser
considerada para fases precoces e a hipoglicemia para fases mais tardias, ou
até mesmo como um possivel marcador precoce de choque. Para tal

entendimento, mais estudos sdo necessarios.

Além disso, um dado muito interessante pdde ser observado: o
comportamento do grupo DSA sepse foi diferente, fazendo com que o grupo se
mantivesse hiperglicémico mesmo na fase do choque. Tal dado € importante
porque denota mais uma vez o impacto da disfuncéo autonémica nesse cenario,
corroborando com o apresentado anteriormente (capitulo 1) sobre a tendéncia a
hiperglicemia para o grupo desnervado e o devastador impacto metabodlico da

disfuncéo autondémica.

Sobre 0 metabolismo do lactato, na segunda hora nao foi vista alteracao
entre 0os grupos. No momento final, o grupo sham sepse e o grupo DSA sepse
apresentaram comportamento semelhante. Ambos aumentaram com relagéo ao
grupo sham, além de apresentarem aumentos progressivos em comparagao a
eles mesmos no decorrer dos tempos de avaliagdo. Conforme discutido no
capitulo 1 sdo vérias as causas e mecanismos envolvidos no aumento do lactato,
dentre as principais: estimulo glicolitico, estresse adrenérgico, disfuncéo
microcirculatoria, utilizacdo de medicamentos (principalmente medicac¢des que
podem fazer bloqueio mitocondrial como metformina) (88). Anteriormente
acreditava-se que o principal mecanismo para a hiperlactatemia na sepse estava
relacionado ao metabolismo anaerdbico da ma perfusdo, porém hoje sao
conhecidos mecanismos especificos relacionados ao cenrios séptico, tais como:
inibicdo da piruvato desidrogenase, inibicdo de complexos citocromicos na
mitocondria, estimulo da Na/Katpase e producdo de lactato pelo musculo sob

estimulo 32 adrenérgico, reducdo da depuracéo, producdo pulmonar (89).



60

9. Conclusao

Sendo a sepse um problema de saude mundial, com nimeros alarmantes
principalmente para paises em desenvolvimento, é de extrema importancia que
sejam realizadas cada vez mais pesquisas com o objetivo de otimizacao desses
nameros principalmente através de reducdo da mortalidade e complicacbes

relacionadas ao quadro séptico.

Dentre os pontos limitantes a serem considerados para obtencdo de
melhores resultados nos desfechos sépticos, a precocidade do diagnéstico deve
ser considerada, junto a um melhor direcionamento sobre a estratificagao da fase
em que o doente se encontra no momento diagnéstico. De fato, a sepse
apresenta fases divergentes (estresse adrenérgico x esgotamento adrenérgico,
imunoestimulacdo x imunossupressdo) sendo necessaria uma abordagem
terapéutica distinta e direcionada para cada uma delas. Nosso trabalho
demonstrou que a andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca pode ser uma
ferramenta valiosa nesse cenario, principalmente como auxiliar no estadiamento
do perfil autondmico e imunolégico através da utilizacdo do dominio da
frequéncia. Nossos dados de sensibilidade barorreflexa espontdnea também
sugerem a importancia da implementacdo dessa andlise para monitoracdo na

sepse.

Além disso, o impacto metabdlico observado para os grupos desnervados
foi alarmante, principalmente em creatinina e glicemia, sugerindo a importancia

da disfuncédo autonémica nesse cenario.

Sendo assim, concluimos que a disfuncdo autonémica representada pela
desnervacdo sinoaortica, causa prejuizos hemodindmicos e metabdlicos
importantes impactando de forma direta na curva de mortalidade dos animais
submetidos a sepse. Esses resultados podem dar subsidios a uma valorizagdo
da avaliagdo autonémica nos quadros de sepse contribuindo para intervencdes

mais precoces e direcionadas.
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Apéndice

Sham 2h Sham DSA 2h DSA Sham Final Sham DSA Final DSA Tempo | DSA Sepse
Sepse 2h Sepse 2h Sepse Final Sepse Final
PAD 90.10 £+ 2.15 | 87.27+6.10 70.92+4.27 55.35+6.82 97.16 +3.76 | 67.36+9.35 82.14+6.60 46.15+3.23 0.4658 <0.0001* | <0.0001*
PAS 134.4+3.99 123.1+9.46 106.2+6.06 94.04+7.42 135.7+3.68 100.8+11.59 117.4+6.51 79.22+4.71 0.1881 <0.0001* | <0.0001*
PAM 109.4+2.70 99.85+6.77 85.42+4.91 68.45+6.89 114.2+3.26 77.79+£9.82 96.91+7.00 58.70+£3.78 0.3339 <0.0001* | <0.0001*
FC 355.1+9.62 460.6+23.58 | 506.3+3.682 | 423.3+11.93 | 381.7+19.05 | 506.3+3.68 439.5+16.00 | 448.9+20.32 | 0.0461* | 0.9165 <0.0001*
Tabela 1: Parametros hemodinamicos
Sham 2h Sham DSA 2h DSA Sham Final Sham DSA Final DSA Tempo | DSA Sepse
Sepse 2h Sepse 2h Sepse Final Sepse Final
SD-IP 5,53+1.07 1,94+0,30 | 4,59+0,87 1,78+0,30 7.243+0,70 1,34+0,22 5,79+0,23 1,36+0,18 0.1815 | 0.1155 <0.0001*
RMSSD | 4.19+0,56 1,84+0,24 | 2,92+0,42 1,21+0,02 5,04+0,60 1,42+0,20 3,18+0,40 1,53+0,20 0,2544 | 0,0409* 0,0136*

Tabela 2: Variabilidade da frequéncia cardiaca — dominio do tempo




Sham 2h Sham DSA 2h DSA Sham Final Sham DSA Final DSA Tempo | DSA Sepse
Sepse 2h Sepse 2h Sepse Final Sepse Final
LF 20,59+3,83 16,4+5,48 21,94+3,50 10,57+2,23 23,99+1,76 9,28+2,47 27,57+4,71 7,55+1,14 0,9109 0,7914 <0,0001*
HF 79,41+3,83 83,60+5,48 78,06+3,50 89,43+2,23 76,01+1,76 90,72+2,47 72,43+4,71 92,44+1,14 0,9109 0,7914 <0,0001*
LF/HF | 0,27+0,06 0,23+0,09 0,30+0,06 0,12+0,02 0,31+0,03 0,10+0,03 0,42+0,08 0,08+0,01 0,9555 0,9143 <0,0001*
Tabela 3: Variabilidade da frequéncia cardiaca — dominio da frequéncia (u.n)
Sham 2h Sham DSA 2h DSA Sham Final Sham DSA Final DSA Tempo | DSA Sepse
Sepse 2h Sepse 2h Sepse Final Sepse Final
SD-PAS | 4,89+0,47 7,12+0,81 | 8,92+1,11 6,99+1,27 4,87+0,57 5,89+0,71 9,84+0,67 8,06+1,25 0,9203 | 0,0013* | 0,7349
LF-PAS | 5,84+1,47 4,89+1,84 | 4,28+1,10 0,98+0,22 7,013+1,76 1,14+0,28 5,21+1,17 0,96+0,26 0,2106 | 0,0132* | 0,0005*
Tabela 4: Variabilidade pressdo arterial sistdlica
Sham 2h Sham Sepse | DSA 2h DSA Sham Final Sham DSA Final DSA Tempo | DSA Sepse
2h Sepse 2h Sepse Final Sepse Final
ov 30,76+3,29 32,34+4,59 39,47+5,17 | 32,40+5,20 | 30,40+4,37 42,66+10,65 45,64+6,50 33,07+7,77 0,3558 | 0,4276 0,7489
v 40,80+2,86 37,99+1,72 36,91+3,00 | 38,27+1,68 | 42,64+2,56 32,03+5,60 36,31+4,82 37,47+3,34 0,5770 | 0,6510 0,2728
2V 28,44+2,78 29,68+3,86 26,63+3,55 | 29,37+4,39 26,94+2,53 25,3015,26 18,01+2,01 29,47+4,96 0,5403 | 0,0159* | 0,3870

Tabela 5: Analise simbdlica




Tabela 5: Variabilidade pressao arterial sistdlica

Sham 2h Sham Sepse | DSA 2h DSA Sham Final Sham DSA Final DSA Tempo DSA Sepse
2h Sepse 2h Sepse Final Sepse Final

UP BP 305,1+£32,79 | 429,1+37,47 | 341,3+30,72 | 453,4+20,95 | 302,0+27,75 | 463,6+36,15 | 323,0+24,56 | 442,4+28,11 | 0,9804 0,4875 <0,001*
RAMPS
DOWN BP 278,0+38,28 | 432,8+26,81 | 343,9+26,51 | 395,5+17,08 | 271,7+23,87 | 469,9+50,95 | 328,6+28,93 | 411,0+37,32 | 0,7407 0,7766 <0,0001*
RAMPS
ALL BP 583,1+69,38 | 861,9+55,23 | 685,1+47,48 | 848,9+30,29 | 573,7+48,85 | 933,5+76,09 | 651,6+52,72 | 853,4+60,49 | 0,8375 0,5923 <0,0001*
RAMPS
BRR UP 74,13+11,60 | 35,00+8,53 35,57+9,16 30,88+4,44 86,25+14,54 | 37,43+6,02 28,00+6,49 29,50+4,35 0,8264 <0,0001* 0,0007*
RAMPS
BRR DOWN | 54,00+8,43 14,80+0,91 35,71+10,17 | 23,50+3,13 75,38+9,91 20,83+3,99 27,83+7,20 26,88+6,71 0,2934 0,0219* <0,0001*
RAMPS
BRR ALL 128,1+17,94 | 37,40+3,37 60,50+16,24 | 54,38+6,93 161,6+21,89 | 47,20+3,65 52,67+13,84 | 56,38+10,63 | 0,3849 0,0010* <0,0001*
RAMPS
BRR UP BEI | 0,255+0,04 0,05+0,00 0,10+0,02 0,06+0,00 0,28+0,04 0,06+0,01 0,09+0,02 0,06+0,00 0,6776 0,0002* <0,0001*
BRR DOWN | 0,22+0,04 0,03+0,00 0,08+0,02 0,06+0,00 0,28+0,03 0,04+0,01 0,07+0,01 0,06+0,01 0,3373 0,0003* <0,0001*
BEI
BRR ALL 0,23+0,03 0,04+0,00 0,08+0,02 0,06+0,00 0,28+0,03 0,05+0,00 0,07+0,01 0,06+0,00 0,5499 <0,0001* <0,0001*
BEI

Tabela 06: Sensibilidade barorreflexa espontanea




Sham 2h Sham DSA 2h DSA Sham Final Sham DSA Final DSA Tempo DSA Sepse
Sepse 2h Sepse 2h Sepse Final Sepse Final

pH 7,47+0,01 7,45+0,01 7,46x0,02 7,48+0,02 7,45+0,00 7,22+0,06 7,48+0,02 7,36+0,01 0,0180* 0,1680 <0,0001
pCO2 | 31,49+2,14 24,13+1,18 38,84+3,93 32,75+2,56 32,75+2,04 18,95+4,36 33,19+3,55 25,75+1,50 0,1458 0,0281* | 0,0007*
pO2 79,3+2,63 76,68+4,34 72,84+5,09 69,78+8,09 77,41+1,26 79,24+9,74 69,70+3,82 80,87+4,67 0,5839 0,2196 0,6421
s02 94,38+1,37 94,31+1,17 94,43+0,84 90,08+2,34 94,09+0,99 80,69+9,40 94,42+1,13 94,66+0,62 0,3465 0,3081 0,0799
Ht 42,69+2,07 41,1042,32 | 46,60+3,70 41,29+2,13 42,03+1,62 42,85+1,59 40,76+4,29 39,01+1,78 0,3468 0,8930 0,2951
Hb 14,36+0,65 13,83+0,73 15,69+1,19 13,88+0,66 14,09+0,51 14,36+0,49 13,73+1,41 13,05+0,54 0,2934 0,9002 0,2529
HCO3 | 23,83+1,10 16,61+0,86 23,61+1,42 20,50+1,33 23,86+1,01 9,68+1,65 24,41+1,90 15,05+1,12 0,0036* 0,0145* | <0,0001*
BE -0,07+1,32 -6,40+0,97 -4,71+1,52 -3,55+2,05 -0,56+1,30 -18,81+2,30 1,07+1,99 -11,78+1,66 0,0023* 0,1564 <0,0001*
K 3,66+0,18 3,57+0,09 3,47+0,24 3,57+0,26 3,71+0,08 7,63+0,95 3,35+0,20 4,85+0,53 <0,0001* 0,0068* | <0,0001*
Na 146,3+1,01 146,8+1,08 148,4+1,37 147,3+2,93 145,5+0,77 144,0+1,59 148,9+2,38 141,8+1,16 0,0812 0,4366 0,0583
Ca 1,05+0,08 0,85+0,09 1,07+0,05 0,74+0,13 1,08+0,08 0,90+0,05 0,91+0,08 0,89+0,10 0,7787 0,2975 0,0062*
Cl 112,0+1,74 114,5+0,84 105,3+2,11 113,7+1,28 110,4+1,04 118,1+1,17 108,3+2,43 113,4+1,77 0,3152 0,0034* <0,0001*
Glu 130,6+4,15 201,1+28,54 | 196,3+16,29 | 213,1+24,26 | 128,4+3,69 72,61+21,59 163,2+18,9 205,0+39,48 0,0121* 0,0005* 0,2724
Lac 1,23+0,14 2,40+0,33 1,81+0,32 2,47+0,38 1,35+0,10 7,97£1,26 1,34+0,07 5,76+0,88 <0,0001* 0,3818 <0,0001*
Crea 0,36+0,01 0,62+0,00 0,54+0,05 0,60+0,02 0,45+0,03 1,12+0,10 0,71+0,08 0,91+0,05 <0,0001* 0,1714 <0,0001*

Tabela 07: Hemogasometrias




