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RESUMO

Em uma Unidade de Terapia Intensiva temos, comumente, a presenca de pacientes com
sepse, esta por ser uma resposta inflamatoria sistémica a uma infecgdo, requer suporte
avancado de vida. Sepse é uma enfermidade com tratamento de alto custo para os cofres
publicos e aos planos de saude, levando uma boa parte dos pacientes & morte. Mesmo com
todo o investimento em pesquisa nos grandes centros, a causa mortis € a disfuncdo de
multiplos 6rgdos (DMO), caracterizada pela deterioracdo aguda da funcdo de dois ou mais
orgaos. Além disso, a perda de massa muscular € uma consequéncia da sepse, sendo que
estudos indicam possiveis causas para essa disfuncdo contratil. Adicionalmente, o
diafragma, principal masculo da respiracao e responsavel pela ventilacdo dos pulmdes, pode
ficar comprometido na condi¢cao que o paciente séptico se encontra, muitas vezes submetido
a ventilagdo mecanica, drogas vasoativas, antibioticos, sedativos e também a restricdo no
leito, fazendo com que essa perda muscular seja agravada. Alguns estudos indicam que
essa diminuicdo muscular pode também estar relacionada com a disfuncdo mitocondrial
existente na sepse. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a forga do diafragma em
ratos induzidos a sepse relacionando com disfungcdo mitocondrial. Foram utilizados ratos
wistar machos (com 60 dias), sendo divididos em dois grupos experimentais com n: 07,
grupo Sham (controle) e grupo CPL (ligacédo cecal e perfuracdo). Nos avaliamos a disfuncéo
muscular na sepse através da mensuracao da forca dos muasculos inspiratérios com o auxilio
de um manovacuémetro digital do diafragma e a dosagem no tecido diafragmatico e no
quadriceps, dos complexos da cadeia respiratéria e a formacdo do anion superéxido e
peroxidacao de lipideos em particulas submitocondriais. Verificamos a reducdo da forca dos
musculos inspiratérios em ratos CLP quando comparados com o grupo Sham e esta parece
estar correlacionada com a producao de superoxido e disfuncédo da cadeia de transporte de
elétrons. Em 12 horas apés CLP ocorreu uma significativa diminuicdo na atividade do
complexo II-lll. Porém, num tempo mais prolongado, 48h apés CLP, houve uma diminuigdo
na atividade de todos os complexos. Diferentemente do diafragma, a cadeia de transportes
de elétrons no quadriceps aumentou em todos os complexos, 48 h apés CLP, e nos
complexos II-lll e IV um pequeno aumento na atividade. Nao houve um aumento significativo
no dano oxidativo submitocondrial no quadriceps, em contrapartida, observamos logo no
inicio da sepse um aumento na producdo de superéxido, seguido de um aumento tardio de
niveis de TBARS no diafragma. Em concluséo, disfuncdo de forca diafragmatica € precoce
apos CLP e existem diferencas marcantes na funcdo mitocondrial entre dois diferentes
musculos esqueléticos.

Palavras-chave: Diafragma, sepse, disfuncdo mitocondrial



ABSTRACT

The presence of septic patients in an Intensive Care Unit (ICU) is a common feature. Sepsis
is a disease with high-cost treatment, leading to a high rate of morbidity and mortality. Despite
advances in sepsis understanding, the multiple organ dysfunction syndrome (MODS), is still
the ultimate cause of death in these patients. In this context, loss of muscle mass is a
consequence of sepsis, and studies that indicate possible causes for this contractile
dysfunction are still controverses. Additionally, the diaphragm, the main muscle responsible
for breathing and ventilation of the lungs, can be jeopardized under several conditions
imposed to septic patients in the ICU as mechanical ventilation, vasoactive drugs, antibiotics,
sedatives and bed restriction, so that muscle loss could be multifatorial. Some studies
indicate that decreased muscle strenght may also be related to mitochondrial dysfunction
exists in sepsis. Therefore, the objective of this study was to evaluate the strength of the
diaphragm in septic rats and correlate this to mitochondrial dysfunction. We used male Wistar
rats divided into two experimental groups, Sham-operated (control) group and sepsis induced
by cecal ligation and perforation (CLP). We evaluated the muscle dysfunction in sepsis by
measuring the strength of the inspiratory muscles using a digital manovacuometer. In
addition, we evaluate mitochondrial respiratory chain activity, mitochondrial formation of
superoxide anion and mitochondrial lipid peroxidation in diapraghm, correlating these
parameters to strenght and comparing to mitochondrial alterations in the quadriceps . We
demonstrated a diminution in the strength of inspiratory muscles in CLP rats compared with
the Sham group and this was related to superoxide production and respiratory chain
alterations. In 12 hours after CLP there was a significant decrease in activity of complex Il-1ll,
and at 48 hours after CLP, there was a decrease in activity of all complexes. Different from
diaphragm, the electron transport chain in the quadriceps increased in all complexes 48 h
after CLP. There was no significant increase in oxidative damage and superoxide production
in the quadriceps. But that was a significant decrease in the strength of the diaphragm in rats
with sepsis. In conclusion, diaphragm dysfunction is an early event on sepsis induced by
CLP, and mitochondrial dysfunction is somewhat different when compared to skelectic
muscles.

Key-words: Diaphragm, Sepsis, mitochondrial dysfunction
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1. INTRODUCAO

1.1 SEPSE

A sepse € conhecida por ser uma resposta inflamatoria sistémica frente um
microrganismo invasor (Bozza, 2005). Habitualmente, pacientes com quadros infecciosos
apresentam reacdo inflamatoria localizada apenas no sitio da infec¢cdo (por exemplo, no
pulméo, nos casos de pneumonia). Por fatores ainda ndo bem esclarecidos, algumas
pessoas desenvolvem uma reacao inflamatdria sistémica fazendo com que haja lesdo a
distancia, ou seja, em outros orgaos (Silva, 2006).

Segundo Silva e colaboradores (2003) a causa mais comum de morte em pacientes
com sepse € a disfuncdo de multiplos 6rgdos (DMO), caracterizada pela deterioracdo aguda
da funcdo de dois ou mais 6rgdos. Os 6rgaos habitualmente envolvidos sdo pulmdes, rins,
coracdo (incluindo o sistema vascular) e figado.

A forma mais grave da sepse é o choque séptico, em que o individuo apresenta grave
hipotenséo arterial, necessitando de medicamentos endovenosos para sustentar uma
pressao arterial proxima do normal (Silva, 2006).

O choque séptico € a décima causa mais freqiente de morte nos Estados Unidos e,
no Brasil sdo 400 mil casos novos de sepse por ano, sendo que 20% dos leitos séo
ocupados por pacientes com sepse grave e a taxa de mortalidade é de aproximadamente
60%, enquanto que a média mundial ndo ultrapassa 40% (Silva, 2006). Para Crouser (2004)
a sepse nos EUA, pode ser considerada a principal causa de morte em unidades de terapia

intensiva, com mortalidade de cerca de 30%.
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Um estudo recente realizado nos Estados Unidos revelou que sepse grave é
responsavel por mais de 215.000 mortes anuais a partir de uma populacédo total de 750.000
pacientes com taxa média de mortalidade de aproximadamente 29% (Matos, 2003). E essa
incidéncia tem aumentado nas Ultimas décadas, com cerca de 40% dos pacientes com
confirmacdo hemoculturas positivas (Silva, 2006), devido a crescente populacéo de idosos, o
emprego de técnicas invasivas, a maior sobrevida de diversas doencas debilitantes e
imunossupressivas e as infec¢des hospitalares (Knobel, 1998).

Diante deste quadro clinico e da associacdo de fatores € possivel observar que a
sepse mantém o paciente internado por longos periodos, gerando um custo médio de
aproximadamente U$ 50.000 (Bozza, 2005), levando a um custo total de mais de 17 bilhdes
de ddlares ao ano (Silva, 2006).

Como a principal causa de morte em unidades de terapia intensiva ndo-coronarianas,
sendo a mortalidade 5% maior nos homens pode ocorrer em qualquer pessoa e por infec¢ao
de qualquer tipo, mas freqglentemente estd associada a pneumonia, trauma, cirurgia,
grandes queimaduras e neoplasias malignas (David, 2007).

Podemos dizer que tem sepse, todo 0 paciente que apresente sinais e sintomas da
Sindrome da Resposta Inflamatdria Sistémica (SIRS) secundarios a um processo infeccioso.
A presenca de dois ou mais dos seguintes critérios definem SIRS: a) temperatura > 38°C ou
< 36 °C; b) frequéncia cardiaca > 90 bpm; c) frequéncia respiratoria > 20 movimentos/minuto
(alternativamente PaCO, < 32 mmHg ou pacientes sob ventilagdo mecanica); d) numero de
leucécitos no sangue periférico > 12.000/mm? ou < 4.000/ mm? ou, ainda, presenca de > 10%

de formas jovens (bastdes) (Silva, 2006 e David, 2007).
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Dentro do quadro inflamatério do desenvolvimento de SIRS e sepse as citoquinas pro-
inflamatorias desempenham papéis importantes, interferindo no progndstico, evolucédo e
intensidade do dano tecidual (Salles, 1999).

Atualmente o papel de diversos mediadores na patogénese da sepse tem sido
esclarecido (Reinhart e Karzai, 2001). Brevemente, os microorganismos causadores liberam
ou secretam na corrente sangiinea alguns componentes estruturais, como, por exemplo,
lipossacarideo, capazes de estimular a liberagdo de mediadores derivados de células do
sistema imune ou de proteinas plasmaticas pré-formadas. Estes mediadores podem induzir
alteracdes profundas na fisiologia normal da vascularizacdo e 6rgaos-alvo. Apesar de alguns
mediadores serem mais importantes que outros provavelmente mediadores dos
microorganismos e do hospedeiro interagem sendo, provavelmente, sua acdo conjunta
responsavel pela patogénese da sepse.

Dentre os mediadores envolvidos na génese da sepse podemos destacar (Das, 2000):

e Citoquinas: principalmente derivadas do sistema mondcito / macréfago, sendo as mais
importantes: as interleucinas (IL) principalmente IL-1 e o fator de necrose tumoral
(TNF).Selectinas: expressao de receptores de adesdo (selectinas) nas células endoteliais
aumenta a migracao de neutrofilos e a reagéo inflamatoria associada;

e Oxido nitrico (NO): modulacdo da expressdo de 6xido nitrico sintetase leva a um
aumento na producdo de NO, que pode estar associado parcialmente a hipotenséo
associada a sepse (Szabo, 1998);

e Metabdlitos do acido aracddnico: envolvidos em vasodilatacdo, agregacdo plaguetaria

e ativagdo neutrofilica durante a sepse.
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e Espécies ativas de oxigénio (EAO): recentemente tem-se identificado as EAO como
mediadores de diversas fases de dano celular e ativacdo de células imunes durante a sepse
(Zhang, et al., 2000);

e Proteinas do grupo de alta mobilidade |I (HMG-I) (antigamente conhecida como
anfoterina): recentemente identificou-se esta proteina estrutural da cromatina como um dos
possiveis mediadores envolvidos na mortalidade induzida pela sepse (Wang et al., 1999).

A interacdo dos diversos mediadores leva a depressdo miocardica, alteracdo da
funcdo vascular e dano em 6rgéos-alvo, e em alguns casos a morte por hipotenséo refrataria

ou faléncia de multiplos 6rgaos.

1.2 DISFUNCAO DE MULTIPLOS ORGAOS

Como a sepse se caracteriza por ser uma patologia sistémica essa disfuncéo pode ser
encontrada em diversos 0Orgdos vitais, conforme demonstrado em diversos estudos em
figado (Crouser et al., 2004), coracao (Joshi et al., 2006), musculo esquelético (Protti et al.,
2007) e ileo (Crousser et al., 1999).

Na sepse e disfuncdo de multiplos orgaos, pacientes que utilizam bloqueadores
neuromusculares por periodos prolongados podem apresentar quadriplegia, com sinais
clinicos e eletromiograficos de degeneracdo axonal primaria, denervacao e atrofia muscular,
esta Ultima é devida a fatores como a interleucina-1, o aumento das prostaglandina E,, das
catecolaminas e do cortisol, que levam a excessiva destruicdo de proteinas musculares

(Knobel, 1998).
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1.3 SEPSE E MITOCONDRIA

Defeitos mitocondriais ocorrem em uma ampla variedade de doencas degenerativas,
envelhecimento e céncer. Um dos primeiros indicios de que a mitocondria pbde
desempenhar um papel na patogénese foi ha 40 anos em um paciente com
hipermetabolismo, cujo musculo esquelético continha grande nuamero de mitocéndrias
anormais, uma condi¢do agora conhecida como miopatia mitocondrial (Wallace, 1999).

A disfuncdo mitocondrial, em humanos, foi relatada primeiramente por Cowley e
colaboradores (1979) em Orgdos vitais durante a sepse, apés a morte, foi verificada
degeneracdo da membrana mitocondrial em coracédo, rim, figado, pancreas e pulméo e
diminuicao da atividade em figado e rim.

Trabalhos recentes sugerem que a disfuncdo mitocondrial pode estar diretamente
associada a producdo de anormalidades bioquimicas, caracteristicas da sepse (Callahan,
2005).

Investigacdes atuais indicam que a mitocondria € o primeiro alvo que sofre dano em
orgaos sistémicos durante a fase aguda de sepse, embora seu estado funcional, em
organismos vivos, tenha sido topico de controversas nas ultimas trés décadas (Crouser,
2004).

A mitocondria (Figura 1) € a organela responsavel pela respiracao celular, por meio da
oxidacao dos produtos do metabolismo, sendo responsavel por 95% da producao de energia
em forma de ATP na maioria das células, abertura de vias de morte celular (apoptose e
necrose), regulacdo intracelular de célcio, sensoriamento do oxigénio, esteroidogénese,

sinalizacdo. A geracdo de energia mitocondrial € um sistema complexo que depende da
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demanda metabdlica, que é aumentada durante periodos de atividades de alta intensidade e
estresse (Singer, 2007).

A matriz mitocondrial contém as enzimas envolvidas no ciclo de Krebs, porém a
succinato desidrogenase fica ligada a membrana interna que se localiza na matriz. Também
se encontra na membrana interna da mitocondria os complexos enzimaticos envolvidos no

transporte de elétrons e na fosforilacdo oxidativa (Devlin e Michelacci, 2003).

Estrutura interna da mitocondria

Figura 1 — Estrutura interna da mitocéndria

Em um estudo recente, mostrou-se reducdo severa da funcdo mitocondrial em
musculos esqueléticos em muitos pacientes criticamente doentes com sepse, sendo um
preditor para o aumento da mortalidade (Callahan, 2005).

Durante a producdo de ATP, estdo envolvidos os complexos da cadeia respiratoria

(Figura 2) (1, 11, lll e IV) e da ATP sintase.
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O complexo | também chamado de NADH: ubiquinona oxirredutase, realiza a
transferéncia de elétrons do NADH para a ubiquinona, formando ubiquinol. Essa reacéo faz
com que dois prétons sejam bombeados para o espaco intermembrana. O complexo I
também denominado de succinato: ubiquinona oxirredutase, é formado pela enzima
succinato desidrogenase (SDH) e trés subunidades hidrofobicas. Esse complexo participa do
ciclo de Krebs e transfere elétrons do succinato para a ubiquinona e também forma ubiquinol.

O complexo lll, ou citocromo ¢ oxirredutase, transfere elétrons do ubiquinol para o
citocromo c, reacdo que serve para o bombeamento de mais quatro prétons.

O complexo IV mais conhecido como citocromo c oxidase transfere elétrons do
citocromo c para o0 oxigénio e forma agua. Nessa etapa os Ultimos dois prétons sao
bombeados (Berg et al., 2004; Voet e Voet, 1995; Wallace, 1999).

O gradiente eletroquimico formado pelo bombeamento de prétons durante a cadeia
respiratoria mitocondrial é utilizado como forca motriz para a ATP sintase, formar ATP
(fosforilacdo oxidativa). O ATP € transportado para fora da mitocéndria com o concomitante
transporte de ADP para dentro da mitocondria, através de um sistema antiporte (Berg et al.,
2004; Heales et al., 1999; Wallace,1999; Nelson e Cox, 2000; Voet e Voet, 1995).

A enzima succinato desidrogenase € responsavel pela oxidacdo do succinato a
fumarato no Ciclo do Acido Citrico, ou seja, é a Unica deste ciclo ligada & membrana interna
da mitocondria. Através dela, os elétrons sdo doados ao FAD, para serem entregues a
ubiquinona (UBQ) via ferro-enxofre no complexo I, ou seja, os elétrons que chegam via
FADH, seréo responsaveis pelo bombeamento de prétons a partir do complexo Ill, portanto
responsavel pela sintese de 1 ATP a menos pelo FADH, em comparacdo ao NADH" pelo

complexo I. A atividade diminuida da succinato desidrogenase acarretara em baixa doacao
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de elétrons ao FAD e posteriormente ao complexo Il (Crouser, 2004; Navarro e Boveris,

2007).

W T [ eereen

H+ Espagc ntermsmbranas H+
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Figura 2 — Complexos da cadeia respiratéria mitocondrial. (Adaptado de D" Avila, 2008).

Quando a atividade de algum complexo mitocondrial € diminuida ou inibida, a
producdo de ATP proveniente da fosforilacdo oxidativa mitocondrial € comprometida,
podendo ocorrer por uma série de vias disparadas pela liberagcdo de alguns mediadores
inflamatérios como o TNF-a, que sdo capazes de induzir uma disfungdo mitocondrial e
hipdxia tecidual em 6rgaos vitais (Wu et al., 2002).

Neste contexto, a creatina quinase desempenha um papel importante no metabolismo
energético, catalisando a transferéncia reversivel do grupo fosforil ao grupo fosfocreatina e
ADP para regenerar em ATP, ou seja, produzindo ATP para complementar a baixa producéo

e garantir aos tecidos energia suficiente para que nao ocorra dano celular (Lipskaya, 2001),
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por isso, 0 nivel de ATP representa o equilibrio entre a geracédo e utilizacdo de energia

(Kilpatrick et al., 1981).

1.4 SEPSE E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

O metabolismo de oxigénio estd comprometido na sepse. A reperfusdo ou a re-
oxigenacdo causam aumento da producdo de radicais livres e esta associada ao dano
tecidual (Salles et al, 1999).

Em circunstancias normais na mitocondria 0 oxigénio esta diretamente ligado a
formacédo de ATP e os restantes formam espécies reativas de oxigénio (EROS). Os radicais
livres sdo definidos como qualquer espécie quimica capaz de existir de forma independente e
gue contenha um ou mais elétrons desemparelhados. Por isso, sdo muito reativos e atacam
moléculas, como lipideos, proteinas e DNA. Dentre os radicais livres, podem-se destacar
dois grupos: as espécies reativas de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio
(ERN).

As ERO mais importantes sdo o anion superoxido, radical hidroxila, peroxido de
hidrogénio, anion hipoclorito e o oxigénio “singlet”. O 6xido nitrico e o peroxinitrito constituem
as principais ERN (Halliwell e Gutteridge, 1999). A Formacdo de EROS na sepse é em
grande parte resultando do desvio dos elétrons do complexo | quando este encontrasse
alterado (Navarro e Boveres, 2007).

O desequilibrio entre a formacdo e a remocao dos radicais livres no organismo, é
decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddégenos ou do aumento da geracdo de

espécies oxidantes, gerando um estado pré-oxidante que favorece a ocorréncia de lesGes
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oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, inclusive podendo resultar na morte
celular. Este tipo de lesdo oxidativa € definido como estresse oxidativo, que designa uma
condicdo na qual ocorre um desequilibrio entre as concentracbes de espécies pro e
antioxidantes (Rover Juanior, 2001).

Algumas destas defesas antioxidantes sdo enzimaticas, como: superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), mas existem também as defesas nao-
enzimaticas, como as vitaminas A, C, E, e a glutationa (Ames et al., 1993).

Para Ritter e colaboradores (2003) acredita-se que as EROS s&o importantes
mediadores de lesdo celular, contribuindo para o desenvolvimento da sepse, sendo que as
propriedades pro-inflamatérias das EROS incluem dano celular endotelial, formacédo de
fatores quimiotaxicos, recrutamento de neutrdéfilos, peroxidacéo lipidica, oxidacdo, dano no
DNA, liberacdo de TNF- a e de interleucina e formacao de peroxinitrito.

Radicais livres derivados de oxigénio pode ser uma fonte potencial de lesdo direta as
fibras do diafragma. Anios superdxido e peroxido de hidrogénio podem ser produzidos sob
varias condicdes, e a taxa de producdo pelo préprio musculo pode aumentar com a
contragdo diafragmatica (David, 2004). Estresse oxidativo esta ligado fortemente ao
desenvolvimento de disfuncdo do diafragma durante a sepse (Ebihara, 2002).

O radical superoxido é formado apos a primeira reducao do oxigénio. Ele ocorre em
guase todas as células aerobicas e é produzido durante a ativagéo de neutrofilos, eosinofilos,
monacitos e macrofagos (Halliwell e Gutteridge, 2006).

Estudos mostraram que alteracbes no consumo de oxigénio tecidual durante o
desenvolvimento da sepse, estdo correlacionadas com evidéncias histologicas de dano

mitocondrial, mas n&o tem relacdo com niveis de distribuicdo de oxigénio (Callahan, 2005).
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Uma das mais importantes fontes de EROs ¢é a reducéo tetravalente do oxigénio como
consequéncia da endotoxemia, hipoxia e acidose. Danos celulares musculares e acidose
aumentam a quantidade de ferro livre liberto da mioglobina e hemoglobina e pela perigosa
reacao Fenton (Ritter, 2004).

Devido aos radicais livres causarem dano somente quando sua producdo €
aumentada e/ou as defesas antioxidantes sdo diminuidas, nés sugerimos que a
superproducdo de derivados do oxigénio possa desempenhar um papel na reducdo da
contratilidade diafragmatica em animais CLP (Fujimura, 2000).

Ritter e colaboradores (2004) usaram N-acetilcisteina em ratos sépticos induzidos por
CLP e observaram uma significativa melhora na sobrevida desses animais, devido a reducéo

do estresse oxidativo e por limitacdo da infiltracdo de neutrdéfilos e da disfuncdo mitocondria.

1.5 SEPSE, DIAFRAGMA E OXIDO NiTRICO (ON)

Na natureza existem duas importantes substancias que podem gerar radicais livres, o
oxigénio no estado fundamental (O2) e o Oxido nitrico (ON), que ocorre como poluente
atmosférico, mas que também é sintetizado em diversas células e atualmente é identificado
como o fator relaxante dependente do endotélio e um importante vasodilatador (Rover Junior,
2001).

O argumento de que os radicais livres desempenham um papel importante como

mediadores da disfuncdo muscular esquelética na sepse € baseado numa série de estudos
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gue analisam os efeitos dos inibidores de ONS sobre a fungcdo muscular em modelos animais
de sepse (Callahan, 2001).

Inibidores da ONS e seus metabdlitos em modelo animal demonstraram prevenir o
prejuizo da contratilidade nos musculos pela producédo de ON e seus metabolitos (Lin, 1998;
Gath, 1996).

Alguns estudos sugerem que uma variedade de radicais livres estdo envolvidos na
disfuncdo muscular durante a sepse e identificou-se varias vias bioquimicas pelas quais os
radicais livres sdo gerados no muasculo esquelético durante o processo inflamatorio
(Callahan, 2001).

Muitos pesquisadores relatam que a expressao de IONS é induzida nos musculos
ventilatérios e dos membros em resposta da injecdo de LPS em varias espécies. Comtois
(2001) mostrou que a atividade de ONS nos musculos ventilatérios tem aumentado
significativamente em ratos sépticos e que tanto iIONS e isoformas de ONS contribuem para
a taxa de sintese de ON.

Em trabalho anterior desenvolvido por Ebihara (2002) foi observada uma aparente
relacdo entre lesdo sarcolemal e expressdo de iIONS em musculos de ratos sépticos, e a
inibicdo farmacologica da atividade de ONS foi capaz de impedir o desenvolvimento de boa
parte da lesdo sarcolemal do diafragma. Com base nessas observagdes, concluiram que a
superproducdo de ON desempenha um papel central na patogénese da lesdo do diafragma
durante a sepse.

Atualmente tem-se relatado que apesar de muito substancial o efeito protetor do ON
em relacdo a contratilidade e lesdo sarcolemal, sua atuacdo no uso de ventilagdo mecanica

nao reduz a expressao de iONS no diafragma de ratos com sepse (Ebihara, 2002).



23

Uma possibilidade a considerar € que a ventilagdo mecanica pode exercer um efeito
protetor alterando o fluxo sangliineo, uma vez que aumenta o fluxo varias vezes durante o
choque séptico em animais com respiracdo espontanea (Ebihara, 2002).

Quando ha alteracdo nas funcbes das mitocondrias, ocorre a interrupcdo da
respiracdo aerobica, acumulo de &cido latico e corpos cetbnicos, interferindo na sintese de
ATP e aumentando a concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ( Chen et al.,
2004; Venditti, Rosard, Meo, 2004; Kim et al., 2004), gerando aumento nos niveis de Oxido

nitrico (NO), produzido durante a sepse (Heinen, 2006).

Inflamacao
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Figura 3 — Relag&o da inflamag&o com aumento de radicais livres e dano muscular (Adaptado

de Supinski e Callahan, 2006).
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Contois e colaboradores (2001) demonstraram que a sepse induzida pela injecao de
LPS ou ligacéo e perfuracédo cecal (CLP) em ratos causou dano sarcolemal mais grave nos
musculos ventilatorios que nos muasculos dos membros que coincidiu com 0 aumento nos
niveis de iIONS nesses musculos. A constatacdo de que o grau de lesdo sarcolemal em
animais com sepse foi significativamente reduzido quando inibidores de ONS foram
infundidos, levou a conclusdo de que ON desempenha um papel na manutencdo da
integridade sarcolemal.

A descoberta do oxido nitrico (ON) como mediador de hipotensdo (David, 2004), LPS
e TNF-induzida, foi considerada uma grande avanco, que levaria a rapida solucdo para o
problema da hipotensdo na sepse. No entanto, o ON é considerado uma molécula com
propriedades tanto protetoras como deletérias. A NOS atua como mensageiro molecular e
parece ser ativador endogeno do GMPc, que é responsavel por vasodilatacdo, inibicdo da
agregacao plaquetaria e modulacdo da adesdo dos leucdcitos no endotélio (Salles et al.,
1999).

Trabalhos recentes sugerem que a atrofia do diafragma pode estar associada a SIRS,
sepse, barotrauma ou volutrauma, estando relacionado com infiltrado de células inflamatérias
ou aumento de citocinas proinflamatorias (Levine, 2008).

Em seu estudo Callahan e colaboradores (2001) concluiram que os radicais livres
claramente indicam que tanto o ON quanto o superoxido interagem para induzir as alteracdes
vistas em proteinas contrateis nos musculos esqueléticos na sepse e que a inibicdo dessas

vias impede essas mudancas.
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1.6 SEPSE E FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNFa)

As endotoxinas ativam os macrofagos que produzem citocinas como as interleucinas-1
(IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNFa) (Danjo, 2008).

O TNFa é quimiotatico para mondcitos e neutrofilos, induzindo fagocitose, aderéncia
dessas células ao endotélio e geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Na parede
endotelial ele é responsavel por aumentar a permeabilidade vascular e a expressao de
moléculas de adesao (Harris, 1998).

Recentes evidéncias sugerem que o TNFa tem papel no desenvolvimento de
disfuncéo diafragmatica durante a sepse, sua administracdo intravenosa resultou em dano na
contratilidade do diafragma em cachorros (Danjo, 2008).

A ativacdo do sistema imune por microorganismos leva a liberacdo de uma série de
mediadores. Os denominados de primeira linha sdo TNFa, IL-1 e IL-6, todos com ac¢ao pro-
inflamatéria, com intuito de combater o agente infeccioso e recrutar mais células de defesa
para o local da agresséo (Harris, 1998).

A dificuldade em respirar com resisténcia é encontrada em muitas doencas, tais como
a asma, DPOC (doenca pulmonar obstrutiva cronica) e OVAS (obstrucdo de via aéreas
superiores). Contracdes diafragmaticas extenuantes associadas com resisténcia inspiratoria
também induzem uma resposta inflamatéria que resulta na elevacdo de citocinas pro e
antiinflamatoria dentro do diafragma (Vassilakopoulos, 2007).

Deve ser feita uma distingcdo entre os efeitos locais das citocinas (efeitos paracrinos) e
as consequéncias de seus altos niveis na circulacdo sistémica. Os efeitos locais envolvem o

recrutamento de células fagocitarias, essencial para a eliminacdo dos microorganismos,
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enquanto que os efeitos sistémicos causam danos ao hospedeiro. Isto é particularmente
verdadeiro para o TNFa, que parece ser o mediador chave no choque séptico (Pereira Junior
et al., 1998).

Sendo assim, a sepse bacteriana e alguns mediadores inflamatérios como o TNFaq,
sdo capazes de induzir uma disfuncdo mitocondrial e hipdxia tecidual em 6rgéaos vitais (Wu et
al., 2002), e na busca de amenizar essa disfuncéo diafragmatica estudos recentes, em ratos
sépticos, tem testado a eficacia de alguns medicamentos como inibidores especificos da

fosfodiesterase (Danjo et al., 2008).

1.7 SEPSE, MUSCULO ESQUELETICO E O DIAFRAGMA

Ao longo da ultima década, a compreensdo do modo como a sepse prejudica 0s
musculos respiratérios tem avancado tremendamente. (Lin, 1998; Gath, 1996).

Musculos esqueléticos compreendem aproximadamente 50% da massa corporal, e
sua disfung¢do causa anormalidades na utilizacdo de oxigénio tecidual em grandes 6rgaos,
gue pode levar desarranjo metabdlico significativo, associado a sepse (Callahan, 2005).

Os musculos respiratorios possuem um papel fundamental dentro do sistema
respiratorio, pois sS40 0s responsaveis por gerar forca necessaria para realizar as trocas
gasosas (Souza, 2008).

O diafragma € um musculo esquelético e o principal musculo da respiracdo. Sendo um
musculo inspiratério por exceléncia, formado por feixes musculares delgados em forma de
duas cupulas voltadas cranialmente, estando a hemicupula esquerda sempre mais baixa que

a direita (Azeredo, 2002).
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E o principal masculo da ventilagéo, sendo responsavel por 70% da respiracdo sendo
gue para alguns autores une para outros separa o abdémen do térax. Sendo que 0s
musculos respiratérios sdo musculos esqueléticos semelhantes aos periféricos, tendo em
sua formacéao fibras do tipo | (muito resistentes a fadiga), lla (com resisténcia intermediaria a
fadiga), Ilb (pouco resistentes a fadiga) e llic (hibridas) (Sarmento, 2005).

Foi bem estabelecido que a sepse, endotoxemia, ou bacteremia sdo associadas com
deterioracdo significante da contratiidade dos musculos ventilatorios. Varios locais séo
influenciados por esta doenca, inclusive a funcdo sarcolemal, excitacdo-contracdo, e
depressao da maquina contratil (Comtois et al., 2001).

Foi documentado em modelo animal de sepse, que a disfungéo diafragmatica consiste
em diminuicdo da producédo de forca maxima, bem como um aumento da susceptibilidade a
fadiga (Ebihara et al., 2002).

Para Sarmentos (2005) varios sdo 0os motivos que levam os pacientes a UTI, sendo
pratica comum dentro dessas unidades, a sedac¢ao e ventilagdo mecanica. Esta é usada para
buscar a homeostasia dos gases sanguineos para pacientes que ndo tem uma boa
ventilacado alveolar.

E importante destacar que a partir do momento da internacdo do paciente na UTI, é a
musculatura respiratoria que mais sofre com os efeitos deletérios, sendo agravada pela série
de complicagbes pulmonares apresentadas pelos pacientes, como o elevado namero de
ocorréncia de infeccdo hospitalar e a utilizacdo de suporte ventilatério por periodo
prolongado (Souza, 2008).

No diafragma séptico, contracdes musculares continuas podem agravar a leséo

sarcolemal (Comtois et al., 1999), levando a necessidade de sedacao e ventilagdo mecanica.
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As associacoes de fraqueza muscular respiratéria com reducéo do drive respiratorio e
dano na funcédo imunoldgica podem levar a hipercapnia respiratoria, dificuldade no desmame
do ventilador mecanico, diminuicdo da capacidade de tosse e conseqiientemente, maior risco
de desenvolver atelectasias (Dias, 2004), aumentando o tempo de permanéncia nas UTI’s.

Para Azeredo (2002), a disfuncao diafragmética pode ser conceituada classicamente
como a inabilidade parcial (paresia) ou total (paralisia) do paciente para contrair seu
diafragma ou realizar uma inspiracdo profunda com volumes pulmonares razoaveis.

A hipotrofia muscular e a disfuncdo contratii sGo mecanismos potenciais para o
desenvolvimento de fraqueza muscular diafragmatica, o que contribui para a incapacidade de
determinados pacientes voltarem a respirar espontaneamente (Sarmento, 2005).

A insuficiéncia respiratéria pulmonar aguda (IRpA) é uma complicacao freqiiente na
sepse e, cerca de 25% desenvolvem sindrome da angustia respiratéria do Adulto (SARA). A
IRpA pode ocorrer em 30 a 80% dos casos, dependendo da origem de sua causa (David,
2004) e tem se mostrado um dos principais contribuintes para
a elevada taxa de mortalidade associada a doenca. (Ebihara, et al. 2002).

Na sepse 0s sinais mais precoces de insuficiéncia respiratdéria sao taquipnéia,
hiperventilacao e alcalose respiratoria. As possiveis causas para essas manifestacdes sao: o
efeito direto das endotoxinas, niveis séricos elevados de catecolaminas, aumento do débito
cardiaco, hipoxemia e efeitos diretos de mediadores inflamatorios no centro respiratorio
(David, 2004).

A IRpA é considerada a mais importante causa de morte em choque séptico, mesmo
depois de corrigida as alteracbes hemodinamicas. Tradicionalmente, a insuficiéncia

respiratoria é atribuida a lesbes pulmonares e se manifesta nas fases iniciais do choque
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séptico como hipoxemia, hipertensdo pulmonar e diminuicdo da complacéncia pulmonar.
Além da lesédo pulmonar, ha evidéncias crescentes de que o choque séptico é associado a
insuficiéncia da bomba ventilatoria (Hussain, 1998).

Pacientes criticamente doentes em UTI's tem severa perda de massa e funcéo
muscular prejudicada, o que atrasa o desmame do ventilador e prolonga os dias de
internacdo, reduzindo sua qualidade de vida. Embora essa perda muscular possa estar
relacionada a doenca primaria, esta pode ser agravada por anestésicos e modernas
intervencdes em Terapia Intensiva (Larsson 2007).

Os musculos respiratérios sofrem os mesmos problemas de qualquer musculo
periférico, como descondicionamento, com perda da resisténcia, podendo levar a fadiga ou
fragueza (Sarmento, 2005).

Um musculo esquelético periférico e de forca que podemos citar € o quadriceps,
localizado na regido anterior da coxa, formado por quatro musculos, a saber: reto femoral,
vasto medial, vasto lateral e vasto intermédio.

Hussain e colaboradores (1998) postularam que o muasculo inspiratério pode falhar
durante o choque séptico devido ao desequilibrio entre demanda e abastecimento de
energia.

Para Dias e colaboradores (2004) mesmo sem doeng¢a pulmonar, a desnutricdo é
outro fator que contribui para a fraqueza dos musculos respiratorios, principalmente o
diafragma, apresentando diminuicdo de forca e resisténcia.

Lanone e colaboradores (2005) descreveram que a diminuicdo da producao de forca
diafragmatica é gerada pela diminuicdo da energia levada aos musculos, por essa néo ser

suficiente para a demanda metabdlica exigida e, essa energia depende do fluxo sanguineo
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local e das condi¢cdes da perfusdo microvascular, bem como da capacidade das células
musculares em utilizar substratos metabodlicos. Sendo que logo apds iniciar 0 processo
séptico, ocorre diminuicdo do fluxo sangliineo no diafragma em repouso, diferentemente da
contracao onde esse fluxo aumenta.

E vale ressaltar que o diafragma apresenta em sua microvasculatura um grande
namero de vasos sangiliineos que circunda cada fibra muscular, por volta de oito a dez por
fibra, em intima associacdo ao longo do masculo, assegurando assim um amplo suprimento
de gases e nutrientes ao musculo (Azeredo, 2002).

Também foi demonstrado que o uso de N-acetilcisteina € efetivo em diminuir a taxa de
desenvolvimento de fadiga diafragmatica em coelhos, mas ndo apresentou efeito na
recuperacédo do diafragma ja fatigado (David, 2004).

Lin (1998) descreve que a contratilidade do diafragma pode estar prejudicada em
pacientes com sepse, podendo ser um fator importante para a alta incidéncia de faléncia
respiratéria, sendo o suporte ventilatorio freqlientemente requisitado.

O fracasso dos musculos ventilatorios em choque séptico pode ser atribuido em parte
a proépria infeccdo bacteriana, independentemente da hemodindmica associada com o
choque. Este conceito tem por base a observacdes de Friman que relata que a forca maxima
(a quantidade de forca que um musculo pode exercer durante uma uUnica contracdo) e
capacidade de endurance (o tempo que um musculo pode manter um percentual fixo da sua
forca maxima) de varios musculos dos membros diminuiram significativamente durante

infec¢des agudas no homem (Hussain, 1998).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar a forca do diafragma em ratos induzidos a sepse relacionando com disfungéo

mitocondrial.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar as alteracdes da forca diafragmética na sepse em ratos com o auxilio de um
manovacudmetro digital;

e Avaliar a geracdo de EROS e sua relacdo com a atividade da cadeia de transporte de
elétrons em musculo esquelético;

e Correlacionar a disfuncéo diafragmatica com o dano mitocondrial;

e Comparar diferencas entre disfuncdo mitocondrial diafragmatica e quadriceps.
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ABSTRACT

As the disease progresses, more organs may be affected, and approximately 10% to 15% of
the patients admitted to the ICU will ultimately have multiple organ failure (MOF). Skeletal
muscle comprises 50—-60% of body cell mass and represents the largest organ potentially
affected by systemic infection. Septic patients frequently develop skeletal muscle dysfunction.
In the present study, we investigated whether sepsis induced by cecal ligation and puncture
(CLP) modifies mitochondrial respiratory activities in respiratory and non-respiratory skeletal
muscle. Male adult Wistar rats were subjected to CLP. We demonstrated that alterations on
diaphragm force are correlated to mitochondrial oxidative stress in the early phases of sepsis
and to mitochondrial dysfunction in the late phases. Moreover, the present data would also
argue that diaphragm muscle mitochondrial dysfunction may become increasingly severe
several days after the initial inflammatory response (i.e., the majority of the derangements
observed in the present study occurred 48 h after CLP), and this is similar to previously
published data. We had previously used this model to determine hepatic mitochondrial
dysfunction, and now we demonstrated diaphragm, but not quadriceps mitochondrial
dysfunction, suggesting that quadriceps mitochondria are more resistant to sepsis-induced
dysfunction. Understanding the mechanisms associated to this resistance could help in the
development of strategies to improve mitochondrial function during sepsis development.

Key-words: sepse; cecal ligation and puncture (CLP); diaphragm force; disfunction
mithocondrial, skeletal muscle

INTRODUCTION

Increasing evidence indicates that mitochondria play an important role in modulating
the development of clinical manifestations in septic patients [2-5]. As the disease progresses,
more organs may be affected, and approximately 10% to 15% of the patients admitted to the
ICU will ultimately have multiple organ failure (MOF) [14]. Other of the consequences of the
septic response is an impairment of oxygen extraction and utilization by peripheral tissue [10].
Mitochondrial activity accounts for 90% of total body oxygen consumption and is responsible,
in most cell types, for 90% of adenosine triphosphate (ATP) generation. Thus, any
derangement in oxygen utilization occurring during sepsis is likely to be linked to impaired

mitochondrial functioning [17,19,30]. The consequent decrease in ATP generation may then
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compromise normal cellular metabolic activity, leading to biochemical and physiologic organ
dysfunction [24].

The electron transport chain consists of enzyme complexes and carrier molecules
associated with the inner mitochondrial membrane. The reduced nicotinamide (NADH) and
flavin adenine dinucleotides, produced mainly by oxidation of nutrients through the Krebs
cycle, donate electrons to complexes | and IlI, respectively. Electrons then flow through
complexes Il and IV, transported via coenzyme Q and cytochrome C, and finally reduce
oxygen to H20. Electron transfer through complexes I, 1ll, and IV generates a proton gradient
across the inner mitochondrial membrane that is used by ATP syntase production in this
manner, even under physiologic conditions, noncoupled electron transfer can account for a
significant amount of mitochondrial oxygen consumption [24]. Recent studies suggest,
moreover, that sepsis-induced alterations in mitochondrial function play an important role in
the genesis of the tissue injury seen in this syndrome [12], through inhibition of the electron
transport chain, reductions in activity of complexes (I-1V), have each been reported to occur
in sepsis [9]. The majority of the published reports that have examined mitochondrial
dysfunction in sepsis have focused on the role of sepsis-induced alterations in one or more
properties of the electron transport chain [6,9,15,33]. Inhibition of electron flow through the
transport chain [9,11,15,32,33] and uncoupling of electron transport from ATP synthesis have
been described in sepsis [6];

Skeletal muscle comprises 50-60% of body cell mass and represents the largest organ
potentially affected by systemic infection [24]. Septic patients frequently develop skeletal
muscle dysfunction. This dysfunction can be because of muscle weakness (decreased

muscle strength), muscle fatigability (reduced capacity to continue muscle contractions), or
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other causes such as acquired neuropathy. Since the diaphragm is the major muscle of
respiration, respiratory failure and difficult weaning from mechanical ventilation could be
precipitated by this pathophysiological mechanism, but little is known about mitochondrial
function in skeletal muscle (both respiratory and non-respiratory) during sepsis development
[10].

Thus, in the present study, we investigated whether sepsis induced by cecal ligation
and puncture (CLP) modifies mitochondrial respiratory activities in respiratory and non-

respiratory skeletal muscle.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Male adult Wistar rats (60 days old) were obtained from UNESC (Universidade do
Extremo Sul Catarinense, Criciuma, Brazil) breeding colony. All experimental procedures
involving animals were performed in accordance with the NIH Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals.

Cecal ligation and perforation surgery

The animals were subjected to CLP as previously described [27]. Briefly, rats were
anesthetized with a ketamine (80 mg/kg), given intraperitoneally. Under aseptic conditions, a
3 cm midline laparotomy was performed to allow exposure of the cecum with the adjoining
intestine. The cecum was tightly ligated with a 3.0-silk suture at its base, below the ileocecal
valve, and was perforated once with a 14-gauge needle. The cecum was then gently

squeezed to extrude a small amount of feces from the perforation site returned to the
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peritoneal cavity, and the laparotomy was closed with 3.0-silk sutures. All animals received
isotonic saline solution (50 mL/kg s.c.) immediately after and 12 h after CLP and antibiotics
(ceftriaxone 30 mg/kg and clindamycin 25 mg/kg every 6 h). All animals were returned to their
cages with free access to food and water. In the sham-operated group the rats were
submitted to all surgical procedures and received isotonic saline solution (50 mL/kg s.c.)
immediately after and 12 h after surgical procedure and antibiotics (ceftriaxone 30 mg/kg and
clindamycin 25 mg/kg every 6 h) but the cecum was neither ligated nor perforated. The
overall mortality in this model was 45%, in agreement with previous publications from our
group [27].

The sham and CLP groups were allocated randomly during the procedure. Several
times (6, 12, 24 and 48 h) after CLP or sham operation rats were killed by decapitation,
diaphragm and quadriceps were immediately isolated and stored at -70 °C. Diaphragm was
also used to determination of maximal inspiratory pressure (IPmax) as an index of diaphragm
contractile force.

To minimize the possibility that animals did not truly develop sepsis the CLP procedure
was always performed by the same investigators. In addition, all animals were observed after
CLP to determine signs of infection (pyloerection, lethargy, tachypnea and weight loss), and

the number of animals that survived is in accordance with our previous reports [26,27].

Maximal inspiratory pressure (PiMAX)
Rats were anesthetized with a ketamine and under aseptic conditions a tracheostomy

was performed, a tracheal tube was inserted and IP max was measured using a digital
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manovacuometer. It was recorded ten consecutive inspiratory efforts, and the mean IPmax

was determined.

Mitochondrial respiratory chain enzymes activities

Diaphragm was homogenized (1:10, w/v) in SETH buffer (250 mM sucrose, 2 mM
EDTA, 10 mM Trizma base, 50 IU/ml heparin, pH 7.4) for determination of mitochondrial
respiratory chain enzyme activities (complexes I, Il, lI-lll and IV). NADH dehydrogenase
(complex 1) was evaluated according to the method described by the rate of NADH-dependent
ferricyanide reduction at 420 nm [13]. The activities of succinate: DCIP oxidoreductase
(complex 1) and succinate: cytochrome c¢ oxidoreductase (complex ll-IIl) were determined
according to the method of [20]. Complex Il activity was measured by following the decrease
in absorbance due to the reduction of 2,6-DCIP) at 600 nm. Complex IlI-lll activity was
measured by cytochrome c reduction from succinate. The activity of cytochrome c oxidase
(complex IV) was assayed by following the decrease in absorbance due to the oxidation of
previously reduced cytochrome c¢ at 550 nm [28]. The activities of the mitochondrial

respiratory chain complexes were expressed as nmol/min mg protein.

Isolation of submitochondrial particles

The diaphragm structures were homogenized (1:10, w/v) in ice-cold isolation buffer A
(220 mM mannitol, 70 mM sucrose, 5 mM HEPES, 1 mM EGTA, 0.5 mg/mL fatty-acid free
bovine serum albumin, pH 7.4) and centrifuged at 2,000 x g for 10 min at 4°C. Approximately
three quarter of the supernatant was further centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4°C in a

new tube. The fluffy layer of the pellet was removed by gently shaking with buffer A and the
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firmly packet sediment was resuspended in the same buffer without EGTA and centrifuged at
10,000 x g for 10 min at 4°C. Mitochondria pellet was resuspended in buffer B (210 mM
mannitol, 70 mM sucrose, 10 mM HEPES-KOH, 4.2 mM succinate, 0.5 mM KH,POy, 4 pg/mL
rotenone, pH 7.4). This procedure yielded about 20 mg of mitochondrial protein/g of muscle.
Mitochondria protein was determined by the Lowry (1951) method using bovine serum

albumin as standard [23].

Submitochondrial particle lipoperoxidation and superoxide production

Lipid peroxidation was measured by the formation of TBARS during an acid-heating
reaction, as previously described [18]. Briefly, the samples were mixed with 1 mL of
trichloroacetic acid 10% (TCA) and 1 mL of thiobarbituric acid 0.67% (TBA), then heated in a
boiling water bath for 15 min. Butanol (2:1 v/v) was added and after centrifugation at 800 x g
for 5 min, TBARS were determined by the absorbance at 535 nm. Results are expressed as
MDA (malondialdehyde) equivalents (nmol/mg protein). Superoxide anion production was
determined in washed SMP using a spectrophotometric assay based on superoxide-

dependent oxidation of epinephrine to adrenochrome at 37°C [1].

Statistical analysis
Data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey
test was significant and are expressed as mean * standard deviation. All analyses were

performed using the Statistical Package for the Social Science (version 12.0) software.

RESULTS
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Mitochondrial electron transfer chain activities

No significant alteration on complex I, Il and IV activities were observed in early times
in the diaphragm (Figure 1). In contrast, 12 hours after CLP we demonstrated a significant
diminution on complex II-lll activity (Figure 1). At late times (48 h after CLP), we
demonstrated a decrease in the activity of all electron transfer chain complexes (Figure 1).
Differently from diaphragm, electron transfer chain in the quadriceps presented an increased
activity in all complexes, 48 hours after CLP, and complex llI-lll and IV presented early

increase in its activity (Figure 2).

Mitochondrial oxidative stress

Since oxidative stress could induces an impairment on mitochondrial function we
determined superoxide mitochondrial production and mitochondrial lipoperoxidation in this
model. It seemed that diaphragm mitochondria are more susceptible to oxidative stress when
compared to quadriceps mitochondria. Quadriceps mitochondria, in all studied time points, did
not increase TBARS and superoxide in submitochondrial particles (Figure 3 and 4). In
contrast, early in the course of sepsis there was an increase in diaphragm submitochondrial
particles superoxide production that is followed by a late increase in mitochondrial TBARS

levels (Figure 3 and 4).

Diaphragm contractile force
As early as 6 hours after CLP animals presented decreased on diaphragm contractile
force, and this was maintained until 24 hours after surgery. Thus it seemed that a decrease

on contractile force occurs before any detectable alterations on mitochondrial electron



41

transfer chain activity. At these early times (6 hours after CLP) force negatively correlated to
mitochondrial superoxide production (r = -0.80) suggesting that force reduction is related to
oxidative stress. In contrast, when mitochondrial electron chain dysfunction occurs (12 hours

after CLP, complex II-Ill) it positively correlates to contractile force (r = 0.85).

Discussion

In several animal models for severe sepsis and septic shock, decreased mitochondrial
function and a consequent decrease in energy supplies in skeletal muscle have been shown
[6,8,16]. In addition, decreased mitochondrial function in skeletal muscle of patients with
septic shock was also demonstrated (Singer, 2007). However, the differences between
respiratory and non-respiratory muscle were not adequately addressed in the literature. We
here demonstrated that, in a well-established animal model of sepsis with the use of
antibiotics and fluid resuscitation, diaphragm mitochondria are more susceptible to
dysfunction, when compared to the quadriceps. In addition, we demonstrated that alterations
on diaphragm force are correlated to mitochondrial oxidative stress in the early phases of
sepsis and to mitochondrial dysfunction in the late phases. These results are somewhat
different from a human study that demonstrated a compromised mitochondrial content in both
respiratory and leg muscle of critically ill patients with disfunction of multiple organs. Clearly,
in human studies, several confounding factors, like mechanical ventilation, sedation, could

account to the observed results.

The alterations observed in diaphragm mitochondria are somewhat similar to that we

observed in the liver during sepsis, i.e. an early increase on superoxide production and a late
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alteration in the electron transfer chain [10]. Moreover, the present data would also argue that
diaphragm muscle mitochondrial dysfunction may become increasingly severe several days
after the initial inflammatory response (i.e., the majority of the derangements observed in the
present study occurred 48 h after CLP), and this is similar to previously published data.
Mitochondria produce energy for basal metabolism in all, tissues. In skeletal muscle, the
mitochondrial energy production is the rate-limiting step during endurance activity. It is
therefore likely that the decreased mitochondrial activity could lead to the muscle fatigue
observed in ICU patients and during weaning of the ventilator, decreased endurance capacity
is causing problems. In a study carried through in septic rats it was possible to observe a
significant reduction of the maximum muscular contraction and force-frequency of the
diaphragm between 10 and 12 hours after the induction for CLP when compared to sham,
followed of increase in the fatigue that occurs in the first 4 hours [22]. Sepsis-related
reductions in skeletal muscle force generating capacity appear to be free radical-mediated,
since administration of either ONS inhibitors or free radical scavengers prevents reductions in

muscle strength in this condition [5,28,30].

In contrast, we could not observe any increase in superoxide production nor alterations
in electron transfer chain activity in the quadriceps. To the best of our knowledge this is the
first demonstration of an organ-system that did not present mitochondria dysfunction after
sepsis. Previously, it was demonstrated mitochondrial dysfunction in the brain, liver, heart,
kidney, bowel after sepsis [14]. Even in the skeletal muscle, mainly in the myocardium,
mitochondrial dysfunction was previously observed, but our results did not support quadriceps

mitochondrial dysfunction. As we demonstrated here, Porta and cols demonstrated that after
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endotoxin administration the respiratory control rate did not alter in skeletal muscle [24]. Our
results could be secondary to rat immobilization after the CLP procedure, but after 12-24
hours animals presented a normal locomotor activity. In addition, it is possible that the
administration of antibiotics and fluid resuscitation could decrease sepsis severity leading to a
preservation of mitochondrial function in the quadriceps. It was previously demonstrated in
animal and human skeletal muscle that mitochondrial dysfunction occurs in time- and severity

dependent manner during sepsis [7,8].

None of the studies that previously determined mitochondrial dysfunction used the
model described here, and this could account to the observed differences. We had previously
used this model to determine hepatic mitochondrial dysfunction, and now we demonstrated
diaphragm, but not quadriceps mitochondrial dysfunction, suggesting that quadriceps
mitochondria are more resistant to sepsis-induced dysfunction. Understanding the
mechanisms associated to this resistance could help in the development of strategies to

improve mitochondrial function during sepsis development.
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LEGENDS

Figure 1 - Effect of antioxidants on mitochondrial respiratory chain in the quadriceps of rats
after sepsis induced by CLP.Values are expressed as mean = S.D. for five independent
experiments. Activity measuring in (A) Complex I, (B) Complex II, (C) Complex lI-lll, (D)
Complex IV. *p<0.05; Different from sham group, (One-way ANOVA followed by Tukey).

Figure 2 - Effect of antioxidants on mitochondrial respiratory chain in the diaphragm of rats
after sepsis induced by CLP. Values are expressed as mean + S.D. for five independent
experiments. Activity measuring in (A) Complex I, (B) Complex Il, (C) Complex lI-lll, (D)
Complex IV. *p<0.05; Different from sham group, (One-way ANOVA followed by Tukey).

Figure 3 - Diaphragm thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) content from rats (2
months old; Sham, n = 5; CLP ,n = 5;) death in 6, 12, 24 and 48 h after induction. Results are
expressed as malondialdehyde (MDA) equivalents per milligram of protein. Values are the
mean = SD. *p<0.05; Different from sham group, in this hour.

Figure 4 - Quadriceps thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) content from rats (2
months old; Sham, n = 5; CLP ,n = 5;) death in 6, 12, 24 and 48 h after induction. Results are
expressed as malondialdehyde (MDA) equivalents per milligram of protein. Values are the
mean = SD. *p<0.05; Different from sham group, in this hour.

Figure 5 - The effects of sepsis after 6, 12, 24 and 48h at the superoxide anion production in
submitochondrial particles of diaphragm rats. Values are expressed as mean + S.D. for five
independent experiments. *p<0.05; Different from sham group, in this hour.

Figure 6 - The effects of sepsis after 6, 12, 24 and 48h at the superoxide anion production in
submitochondrial particles of quadriceps rats. Values are expressed as mean = S.D. for five

independent experiments. *p<0.05; Different from sham group, in this hour.
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4. DISCUSSAO

Estudos recentes indicam que a sepse resulta na reducéo da capacidade do musculo
esquelético em gerar contracdo. O diafragma, que é um musculo esquelético, tem a
responsabilidade de se contrair para propiciar uma adequada ventilagdo aos pulmdes.
Mesmo sendo muito resistente a fadiga, pode nao suportar determinada sobrecarga, levando
0 paciente a insuficiéncia ventilatéria, ocasionando insuficiéncia respiratoria aguda. Num

quadro séptico, o dano muscular pode estar relacionado ao calcio, a geracdo de radicais

livres, ao TNF-q, a disfuncado mitocondrial, a leséo sarcolemal, a polineuropatia, a sindrome

da imobilidade no leito, perda de proteinas além de outras situacdes. Trabalhos recentes
sugerem que a atrofia do diafragma pode estar associada a SIRS, sepse, barotrauma ou
volutrauma, estando relacionada com infiltrado de células inflamatorias ou aumento de
citocinas proinflamatorias (Levine, 2008).

Diversas evidéncias demonstram presenca de disfuncdo diafragmatica na sepse. Foi
documentado em modelo animal de sepse, que a disfuncdo do diafragma consiste em
diminuicdo da producdo de forca maxima, bem como um aumento da susceptibilidade a
fadiga (Ebihara et al, 2002). Danjo e colaboradores (2008) demonstraram em um de seus
trabalhos que a contratilidade diafragmatica foi prejudicada depois da administracdo da
endotoxina. Cohen e colaboradores (1982) descreveram como a eletromiografia evidenciou a
falha da contratilidade do diafragma em pacientes com insuficiéncia respiratoria aguda na
sepse severa e com isso, ndo podiam ser desmamados da ventilacdo mecéanica (Hussain,

1998).
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Alguns mecanismos sao propostos para esta disfuncdo. Levine (2008) sugere que o
aumento da protedlise causa atrofia e quando bloqueadas as vias de protedlises de
diafragmas de pacientes em ventilagdo mecéanica podem facilitar o desmame da ventilagdo
artificial. Hussain e colaboradores (1998) observaram o desenvolvimento de insuficiéncia
respiratOria hipercapnica aguda em pacientes com choque séptico, na presenca de pO;
arterial normal.

Além disto, foram estudados 28 pacientes em uma coorte que analisaram tecido
muscular nas primeiras horas apds a sepse. Foi observada diminuicdo da atividade do
complexo | e baixa concentracdo de ATP tecidual, 24 horas apds o diagndstico de sepse em
12 pacientes. Complexo | da cadeia respiratdria parece ser a enzima mais afetada durante o
processo da sepse em humanos com choque séptico em érgaos periféricos (Brealey et al.,
2002). O Complexo | é sensivel aos efeitos do 6xido nitrico. Em um estudo recente, mostrou
severa reducdo da funcdo mitocondrial em musculos esqueléticos em muitos pacientes
criticamente doentes com sepse, sendo um preditor para 0 aumento da mortalidade
(Callahan, 2005).

Em nosso trabalho ndo se observou alteracéo significativa do complexo | no masculo
diafragma, nem na atividade dos complexos Il e IV em tempos precoces apos a sepse. Em
contraste, em 12 horas ap6s CLP ocorreu uma significativa diminuicdo na atividade do
complexo lI-Ill. Porém, num tempo mais prolongado, 48h apo6s CLP, houve uma diminuicao
na atividade de todos os complexos. Diferentemente do diafragma, a cadeia de transportes
de elétrons no quadriceps aumentou em todos os complexos, em 48 apos CLP, e nos

complexos II-11l e IV um pequeno aumento na atividade.
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Sabemos que a formacdo de EROS €& em grande parte resultando do desvio dos
elétrons do complexo | quando este encontrasse alterado, e também podemos dizer que a
mitocondria do diafragma sofre mais com estresse oxidativo do que a mitocéndria do
guadriceps. Encontramos 0 mesmo resultado descrito na literatura sobre estresse oxidativo e
disfuncdo mitocondrial. Ndao houve aumento de TBARS e superéxido em mitocondria de
guadriceps. Ja no diafragma, no inicio da sepse observamos aumento na producdo de
superoéxido submitocondrial, seguido por um aumento tardio de TBARS. O entendimento dos
mecanismos responsaveis por estas diferencas certamente é de importancia no
desenvolvimento de estratégias para reduzir disfuncdo mitocondrial em pacientes com sepse.

Sobre forca diafragmatica em ratos ja foram realizados estudos com eletromiografia,
estimulacdo nervosa e até também, a retirada do diafragma e mensurada sua forca por
tensibmetro. Em nosso trabalho avaliamos a forca do diafragma de ratos sépticos
diferentemente das demais publicacdes. Utilizamos o manovacudmetro digital, o qual € muito
utilizado na pratica clinica, a beira do leito, com pacientes em ventilacdo mecanica. Em
nosso trabalho confirmamos que a sepse causa disfuncdo diafragmatica (reducéo da forca
de contracdo), manifestada pelos valores baixos obtidos com o manovacuémetro.

A diferenca de dano entre o diafragma e o quadriceps pode estar relacionada ao
desuso ou ndo. Em pacientes de UTI que ficam restritos ao leito temos trabalhos que indicam
gue o uso de ventilacdo mecanica (VM) reduz a leséo sarcolemal e com isso pode minimizar
o risco de atrofia do mesmo. Em nosso trabalho n&o utilizamos VM e observamos um dano
maior ao diafragma quando comparado com o quadriceps, pois os ratos CPL ficaram
iméveis, mas respirando, ou seja, usando ativamente o diafragma. Contois e colaboradores

(2001) demonstraram que a sepse induzida pela injecdo de LPS ou ligacdo e perfuracéo
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cecal (CLP) em ratos causaram dano sarcolemal mais grave nos musculos ventilatérios que
nos musculos dos membros e coincidiu com o aumento nos niveis de IONS nesses
musculos. A constatacdo de que o0 grau de lesdo sarcolemal em animais com sepse foi
significativamente reduzido quando inibidores de ONS foram infundidos, levou a conclusdo

de que NO, desempenha um papel na manutencéo da integridade sarcolemal.

5. CONCLUSAO

Em conclusao, foi demonstrada uma consideravel disfuncédo de forca diafragméatica
gue ocorre de forma precoce apoés a sepse induzida por CLP.

Na tentativa de explicar essa diminuicdo na forgca muscular foi observada alteracéo na
funcdo mitocondrial que acometeu de diferentes formas quadriceps e diafragma atuando de
forma mais severa neste musculo respiratorio.

Como a atividade dos complexos se mostrou alterada, investigamos a producao de
radicais livres, como o0 anion superéxido e verificamos um aumento na sua producdo no
grupo de animais sépticos, indicando que a possivel disfuncdo mitocondrial ocorreu em
virtude da acao do radical superéxido, conhecido por causar dano a macromoléculas.

Para avaliar se as EROs e mais especificamente o radical superéxido, causaram dano
ao diafragma e quadriceps avaliamos a formacdo de malondialdeido um produto resultante
da peroxidacao lipidica que demonstra dano celular por alterar a permeabilidade da

membrana plasmatica, e que se mostrou evidente grupo de animais com sepse.
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Portanto, esse trabalho serve como uma evidencia de que o dano muscular observado

na sepse pode ocorrer em decorréncia da producdo aumentada de EROs, que acarretam em

dano oxidativo e mitondrial.
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