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Resumo




Souza ACCP. Acado protetora da eritropoietina na injuria renal aguda em
modelo experimental de sepse [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2010. 95p.

A sepse envolve mecanismos complexos de respostas imunoldgicas e
inflamatorias, e o papel do NF- kB é essencial. A diminuicdo da NO sintase
endotelial (eNOS) durante a sepse contribui com a disfuncédo endotelial. A
eritropoietina (EPO) € uma citocina protetora de diversos tecidos durante o
estresse. Investigamos o papel da EPO na injdria renal aguda (IRA) induzida
pela sepse usando o modelo de ligadura e puncédo do ceco (LPC). Ratos
Wistar foram divididos em trés grupos: controle; LPC e LPC+EPO (EPO,
4.000Ul/kg, administrada 24h e 1h antes da cirurgia). Com a finalidade de
estudar os efeitos precoces e tardios da EPO sobre a IRA induzida pela
sepse realizamos trés etapas de experimentos: Primeira etapa: 24 horas
apos LPC; Segunda etapa: 48 horas apds LPC; Terceira etapa: analise de
sobrevida. No estudo precoce o grupo LPC+EPO apresentou clearance de
inulina significativamente maior que o grupo LPC. Recuperou os niveis de
hematdcrito na sepse, melhorou a pressao arterial e a acidose metabdlica.
No estudo tardio o grupo LPC+EPO apresentou clearance de creatinina
significativamente maior que o grupo LPC. Nesta fase tardia a EPO
recuperou os niveis de eNOS, suprimiu a infiltracdo de macréfagos no tecido
renal e inibiu a ativagdo do NF- kB. A EPO protege a fungéo renal e aumenta
a sobrevida neste modelo de sepse. A protecdo da EPO na sepse é
dependente, em parte, da inibicdo do NF- kB e do aumento da expresséo de
eNOS.

Descritores: 1. Ratos Wistar; 2. Sepse; 3. Insuficiéncia Renal Aguda; 4.
Eritropoetina; 5. Oxido nitrico sintase tipo Ill; 6. NF- kappaB.



Summary




Souza ACCP. Erithropoietin protects from Acute Kidney Injury in a
Experimental Model of Sepsis [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2010. 95 p.

The pathophysiology of sepsis involves complex cytokine and inflammatory
mediator networks, a mechanism to which nuclear factor-kappa B (NF- kB)
activation is central. Downregulation of endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) contributes to sepsis-induced endothelial dysfunction. Erythropoietin
(EPO) has emerged as a major tissue-protective cytokine in the setting of
stress. We investigated the role of EPO in sepsis-related acute kidney injury
(AKI) using a cecal ligation and puncture (CLP) model. Wistar rats were
divided into three groups: control (sham-operated); CLP-only; and
CLP+EPO. The EPO (4000 IU/kg BW, i.p.) was administered 24 h and 1 h
before CLP. To study the early and late effects of EPO on sepsis-induced
AKI, we performed experiments at 24 h and 48 h after CLP/sham operation,
and we plotted the survival curves. At post-procedure hour 24, CLP+EPO
rats presented significantly higher inulin clearance than did CLP-only rats;
EPO treatment restored hematocrit levels, as well as mean arterial pressure
and metabolic balance. At post-procedure hour 48, CLP+EPO rats presented
significantly higher creatinine clearance than did CLP-only rats; EPO
treatment restored eNOS levels, suppressed macrophage infiltration, and
inhibited NF-kB activation, thereby increasing survival. In conclusion, EPO
protects renal function and increases survival in this model of sepsis-induced
AKI. This protection is dependent on eNOS activation and is partly due to

inhibition of the inflammatory response via downregulation of NF- kB.

Descriptors: 1. Wistar rats; 2. Sepsis; 3. Renal insufficiency, Acute; 4.

Erythropoietin; 5. Nitric oxide synthase type Ill; 6. NF- kappaB.
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1.1. Definic&do de sepse

A palavra sepse é derivada da palavra grega “ongig”, que significa
decomposicdo de material organico, animal ou vegetal. Esta palavra foi
utilizada pela primeira vez ha mais de 2.700 anos por Homero e, somente ha
cerca de 100 anos atras, que a ligacao entre a presenca de bactérias e
sinais de doenca sistémica foi feita. Desde entédo, a palavra sepse tornou-se
praticamente um sindnimo de “infec¢do severa”. Porém, atualmente, com os
avancos dos conhecimentos na &rea do sistema imunoldgico, ficou evidente
que a sepse esta na verdade mais relacionada a resposta do hospedeiro ao
microorganismo infectante do que relacionada a caracteristicas especificas

do microorganismo.t %3

A sepse é um processo complexo que pode acometer qualquer
pessoa e pode se originar de varios sitios, além de poder ser causada por
uma grande quantidade de microorganismos. Na pratica clinica, a sepse se
apresenta sob diversas formas, com uma grande variedade de sinais e
sintomas. Nao h& sintomas especificos para sepse e estes variam de um
paciente para outro, além de também poderem se modificar em um mesmo
paciente ao longo do curso da doenga. Os sintomas da sepse podem variar
desde sintomas muito leves até o choque séptico. Entdo, devido a grande

variabilidade clinica dos sintomas da sepse, sua definicdo se torna dificil.®

Conforme o consenso da Conferéncia Internacional de Definicbes de

Sepse, formada por diversas sociedades médicas norte-americanas e
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européias em 2001, a sepse é definida como a resposta inflamatoéria

sistémica a um processo infeccioso.* E, conforme o Consenso Internacional

de Definicdes de Sepse definido nesta conferéncia, os critérios diagnosticos

de sepse* sdo:

Presenca de infeccdo suspeita ou documentada e um dos seguintes

critérios:

Variaveis gerais:

Febre (temperatura axilar > 38,3 °C)

Hipotermia (temperatura axilar < 36,0 °C)

Frequéncia cardiaca > 90 bpm

Taquipnéia (FR > 20 ipm ou PCO, < 32 mmHg)

Alteracéo do estado mental

Edema significativo ou balanco hidrico positivo (> 20 ml/Kg em 24h)

Hiperglicemia (glicemia > 120 mg /dl na auséncia de diabetes)

Variaveis inflamatérias:

Leucocitose (> 12.000 leucécitos/ mm?®)

Leucopenia (< 4.000 leucécitos/ mm?®)

Contagem de leucocitos normal, porém com mais de 10% de formas
imaturas

Proteina C reativa plasmatica > que 2 desvios padrdoes acima dos
valores normais

Procalcitonina plasmatica > que 2 desvios padrdes acima dos valores

normais
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Variaveis hemodinamicas

Hipotensao arterial (PaS < 90 mmHg, PAM < 70 mmHg ou queda na
PaS > 40 mmHg)
SVO; > 70%

indice cardiaco > 3,5 litros/ minuto

Variaveis de disfuncdo orgéanica

Hipoxemia arterial (PaO,/ FiO, < 300)

Oliguria (débito urinario < 0,5 ml/ Kg/ hora por pelo menos 2 horas)
Aumento da creatinina > 0,5 mg/ dl

AlteracOes da coagulabilidade (RNI > 1,5 ou TTPA > 60 segundos)
fleo paralitico

Trombocitopenia (< 100.000 plaquetas/ mm?)

Hiperbilirrubinemia (bilirrubinas totais > 4 mg/ dl)

Varaveis de perfuséo tissular

Hiperlactatemia (> 1 mmol/l)

Perfuséo tissular periférica lentificada

Conforme a conferéncia-consenso do American College of Chest

Physicians e da Society of Critical Care Medicine® a sepse pode ser

classificada quanto a sua severidade em:

» Sepse severa - Presenca de sepse acompanhada de um ou mais sinais

e/ ou sintomas de hipoperfusdo tecidual ou disfun¢cdo organica como:

areas de pele moteada; tempo de enchimento capilar maior que 3

segundos; oliguria (débito urinério < 0,5 ml/ Kg/ hora por pelo menos 2
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horas); lactato arterial > 2 mmol/ |; alteracdes abruptas do estado mental
ou alteracdes inespecificas no eletroencefalograma; plaguetopenia ou
coagulacéo intravascular disseminada (CIVD); lesdo pulmonar aguda ou
SARA; disfuncdes cardiacas.

» Choque séptico — Presenca de sepse severa e mais uma das seguintes
condi¢cbes: PaS < 60 mmHg (ou menor que 80 mmHg se paciente com
historia prévia de hipertenséo arterial sistémica) apos infusdo de 40 a 60
ml/ Kg de cristaloides ou 20 a 30 ml/ Kg de coldides ou necessidade de
drogas vasoativas (dopamina > 5 pg/Kg/min ou noradrenalina < 0,25
pg/Kg/min) para manter PAM > 60 mmHg (ou > 80 mmHg se histéria de
hipertensédo no passado).

» Choque séptico refratario — Necessidade de doses mais elevadas de
drogas vasoativas (dopamina > 15 pg/Kg/min ou noradrenalina > 0,25
png/Kg/min) para manter PAM > 60 mmHg (ou > 80 mmHg se histéria de

hipertensédo no passado).

1.2. Epidemiologia da sepse e da IRA relacionada a sepse

A sepse e 0 choque séptico constituem um importante problema de
saude publica e resultam em cerca de 751.000 casos e em 215.000 mortes
anualmente nos Estados Unidos da América (EUA), o que representa 10%
de todas as causas de morte ao ano naquele pais, com um custo de cerca

de 16,7 bilhdes de ddblares ao ano. O namero de mortes por sepse ao ano



Introducéo 6

nos EUA excede o numero de mortes associadas ao infarto agudo do
miocardio.®

A mortalidade na sepse e no choque séptico permanece muito alta e

ndo tem apresentado reducdo importante nas ultimas décadas.” & % 1°

No Brasil, o estudo BASES (Brazilian Sepsis Epidemiogical Study),
desenvolvido em cinco Unidades de Terapia Intensiva dos estados de S&o
Paulo e Santa Catarina, mostrou uma incidéncia de sepse, sepse grave e
choque séptico de 46,9%, 27,3% e 23%, respectivamente. A mortalidade

nestes pacientes foi 33,9%, 46,9% e 52,2%, respectivamente.’*

Um estudo multicéntrico, de coorte, prospectivo, realizado em 65
hospitais de todas as regides do Brasil, identificou 3.128 pacientes admitidos
em UTIs e destes pacientes 521 (16,7%) apresentaram sepse. A mortalidade
global no grupo dos pacientes sépticos foi de 46,6%, enquanto a mortalidade
nos subgrupos sepse, sepse grave e choque séptico foi de 16,7%, 34,4% e
65,3%, respectivamente. Os principais sitios de infec¢cdo foram: pulmonar

(69 %), abdominal (23,1%) e urinario (16%).%

A mortalidade no choque séptico no Brasil, quando comparada com a
mortalidade relatada em outros estudos multicéntricos internacionais, € uma
das mais elevadas do mundo. Em um estudo multicéntrico internacional a
mortalidade intra-hospitalar por sepse no Brasil foi de 56%, contra 30% de
mortalidade intra-hospitalar por sepse nos paises desenvolvidos e 45% nos

demais paises em desenvolvimento que participaram do estudo.*?



Introducéo 7

Cerca de 50% dos pacientes com sepse desenvolvem injdria renal
aguda (IRA).> *° A mortalidade entre os pacientes sépticos que desenvolvem
IRA chega a cerca de 70%, maior que a mortalidade de 45% associada a
presenca de IRA de outra etiologia ndo relacionada a sepse.’ O
desenvolvimento de IRA em pacientes com sepse prediz um pior
prognéstico.’ Pacientes criticos internados em UTI com IRA relacionada a
sepse apresentam taxas de mortalidade maiores que pacientes com IRA néo

relacionada & sepse.®

Na verdade, a incidéncia de IRA na sepse e as taxas de mortalidade
da IRA na sepse variam muito entre os estudos e esta variacdo é em parte
justificada pelos diferentes critérios utilizados nos estudos para definicdo de
IRA.'® Em 2004 o grupo ADQI (Acute Dialysis Quality Initiative) criou uma
definicdo de IRA baseada nos valores de creatinina sérica e/ou no débito

urinario, o que ficou conhecido como os critérios de RIFLE*":

R — RISK — Aumento de 1,5 X (vezes) sobre a creatinina basal, ou
gueda no ritmo de filtracdo glomerular maior que 25%, e/ou presenca de

débito urinario menor que 5 ml/Kg/hora nas ultimas 6 horas.

| — INJURY - Aumento de 2,0 X sobre a creatinina basal, ou queda no
ritmo de filtragdo glomerular maior que 50%, e/ou presenca de débito

urinario menor que 5 ml/Kg/hora nas ultimas 12 horas.

F — FAILURE - Aumento de 3,0 X sobre a creatinina basal, ou queda

no ritmo de filtracdo glomerular maior que 75%, ou creatinina sérica maior ou
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igual a 4 mg/dl; e/ou presenca de débito urinario menor que 3 ml/Kg/hora

nas Ultimas 24 horas ou andria nas ultimas 12 horas.

L — LOSS - Persisténcia da IRA com necessidade de terapia de

substituicao renal por mais de 4 semanas.

E — ESRD (end stage renal disease) - Necessidade de terapia de

substituicdo renal por mais de 3 meses.

Estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego realizado
recentemente para comparar a infusdo de noradrenalina ou vasopressina
nos desfechos de IRA no choque séptico utilizou os critérios de RIFLE para
definicdo de IRA. Neste estudo, dentre os 778 pacientes com choque séptico
avaliados, 59,6% apresentaram IRA no inicio do estudo e isto foi relacionado
a uma mortalidade ao final de 28 dias significativamente maior que 0s
pacientes sépticos sem IRA (44,3 vs. 27%, p < 0,001). Ao longo do estudo,
outros 117 pacientes com funcado renal normal no inicio apresentaram IRA
chegando a um total de 581 pacientes entre 778 (74,6%) que apresentaram

IRA em algum momento do estudo.®

Apesar dos recentes avangcos em suporte avancado de vida e na
melhora da capacidade em ressuscitar pacientes em ambientes de UTI, a
incidéncia e a mortalidade da IRA relacionada a sepse continua muito
elevada’ e a prevencdo da IRA em ambiente de UTI continua sendo um

grande desafio.
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1.3. Fisiopatologia da sepse e da IRA relacionada a sepse

A sepse é o0 resultado de interacbes complexas entre o
microorganismo infectante e as respostas imunologicas, inflamatérias e de

coagulacéo do hospedeiro infectado.®

1.3.1. Respostas imunoldgica e inflamatéria

A resposta imune inata é responsavel pelo processo inflamatério
inicial na sepse. Ela é mediada pelos receptores de reconhecimento padréo,
como os receptores Toll-like (TLR) e o CD14, que reconhecem os patdégenos
ou seus produtos, identificados como PAMPs (padrées moleculares
associados a patdgenos — pathogen-associated molecular patterns). Os
receptores Toll-like (TLRs) apds reconhecerem a invasdo de patdgenos
iniciam a resposta imunolégica.’®?° Os TLRs sdo proteinas trans-membrana
e constituem os primeiros mediadores da associacdo entre 0s agentes
patégenos e as células do sistema imunoldgico.?

Os TLR-2 reconhecem os peptideoglicanos das bactérias gram positivas,
e o0s lipopolissacarideos (LPS) dasbactérias gram negativas séao
reconhecidos pelos TLR-4.8

A ligagdo dos microorganismos aos TLRs ativa uma cascata de vias
intracelulares que levam a ativacdo do NF- kB citoplasmatico. O NF- kB é
um fator de transcricdo que, quando ativado, move-se do citoplasma para o

nacleo onde se liga a sitios de iniciacdo de transcricdo de citocinas
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inflamatorias, como o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF- a) e a
interleucina- 1 (IL- 1B), e citocinas anti-inflamatérias como a interleucina- 10
(IL- 10)l18, 20, 21

As citocinas proé-inflamatérias aumentam a expressdo de moléculas
de ades&o nos neutréfilos e nas células endoteliais.® Os neutréfilos s&do
ativados pelas citocinas e, embora o0s neutréfilos ativados destruam
microorganismos, eles também causam aumento da permeabilidade
vascular ocasionando edema tecidual.’®

Citocinas como a TNF- a induzem a enzima NO sintase induzivel
(iNOS).?? As células endoteliais ativadas pelas citocinas inflamatérias
liberam Oxido nitrico apds o aumento da atividade e expressdo da INOS
durante a sepse, e o0 6xido nitrico € um potente vasodilatador que tem papel
fundamental na patogénese do choque séptico.® Desta forma, a
vasodilatacdo que acompanha a sepse é mediada, em parte, por citocinas
que promovem o aumento da expressdo da iNOS na vasculatura.”® Além da
vasodilatacao arterial, o aumento do 6xido nitrico na sepse também esta
envolvido com a reducdo da resisténcia vascular periférica, que é uma
caracteristica da sepse.?

A evidéncia de que camundongos knock-out para INOS séao
protegidos da hipotensdo durante a endotoxemia veio suportar o efeito
vasodilatador (e hipotensor) da iINOS na sepse.?* Estes achados de
laboratério levaram a realizagdo de um estudo clinico prospectivo para

examinar o papel do inibidor da NO sintase sobre a mortalidade na sepse.

Porém o inibidor inespecifico da NO sintase utilizado no estudo, além de
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bloquear os efeitos da iNOS, bloqueou também os efeitos da eNOS (NO
sintase endotelial ou constitutiva) e aumentou a mortalidade na sepse.®

A ativacdo dos mondcitos e macrofagos e a intensa acdo dos
mediadores iniciais acarretam a sintese de outras citocinas, como IL- 6, IL-
8, IL- 10 e HMGBL1 (high mobility group protein box 1), com vérios efeitos
sinérgicos e antagdnicos na resposta inflamatéria. A secrecdo de IL- 6 leva
a reprogramacao da expressao génica hepatica, a chamada “resposta de
fase aguda”, caracterizada pela producéo de proteinas de fase aguda como
a proteina C reativa e a supressdo das proteinas negativas de fase aguda,

como a albumina.*®

1.3.2. Cascatas de coagulacdo na sepse

Além da inflamacédo, os microorganismos também ativam a cascata
da coagulacdo, com aumento dos fatores pro-coagulantes e reducdo dos
anticoagulantes. A coagulacdo € iniciada através da expressao do fator
tecidual na superficie das células endoteliais e mondcitos, um evento que
pode ser desencadeado por produtos bacterianos como endotoxinas e por
componentes da superficie celular ou por citocinas pré inflamatérias. %

O LPS estimula as células endoteliais a produzir o fator tecidual, o
qual, na superficie celular, ativa o fator VII resultando no complexo fator VIi
ativado e fator tecidual que converte o fator X em X ativado. Em conjunto

com o fator V ativado, o fator X ativado converte a protrombina em trombina,

0 que por sua vez resulta na clivagem do fibrinogénio em fibrina. Embora a
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deposicao de fibrina tenha papel importante na hemostasia e na localizacéo
de microorgranismos, a coagulacdo intravascular impede a chegada de
oxigénio aos tecidos e pode induzir nova lesao inflamatéria. Por sua vez, o
receptor da trombina ativa o NF- kB, acarretando a transcricdo de genes de
mediadores inflamatérios e sintese de 6xido nitrico.?

Os fatores anticoagulantes endégenos como a proteina C, a proteina
S, antitrombina Ill e o inibidor da via do fator tecidual (TFPI — Tissue Factor
Pathway Inhibitor) modulam a coagulacdo, aumentando a fibrindlise e
removendo o0s microtrombos. Na sepse, o LPS e o TNF- a diminuem a
sintese de trombomodulina e diminuem o receptor endotelial da proteina C,
impedindo a ativacdo da proteina C e aumentando a sintese do inibidor do
ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) e, em ultima instancia, interrompendo a
fibrindlise.'® Deste modo, a sepse pode ser vista como um estado pro-
coagulante que pode levar a CIVD com coagulopatia de consumo e
fendbmenos trombdticos e hemorragicos.

A ativacdo das cascatas de coagulacdo na sepse promove a

producdo de mediadores inflamatérios e amplifica o processo de

inflamac&o.?’

1.3.3. Fisiopatologia da IRA na sepse

Os mecanismos da IRA relacionada a sepse ainda ndo estdo bem
definidos. Diversos mecanismos tém sido propostos para a fisiopatologia da

IRA na sepse: além das consequéncias das reacdes inflamatérias sistémicas
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(como, por exemplo, a producdo local de citocinas no tecido renal), a
hipoperfusédo renal secundaria a vasodilatacdo sistémica ou secundaria as
alteracdes na microcirculacdo dos capilares peritubulares também tem sido

4 ou, ainda, a disfuncao

considerada como mecanismo de IRA na sepse,
tubular induzida pelo estresse oxidativo. 22

Por muitos anos acreditou-se que a IRA relacionada a sepse seria
secundaria a isquemia renal resultante de um fluxo plasmatico renal
reduzido: apds a vasodilatacdo arterial que ocorre na sepse, com a reducéo
da poOs carga, os barorreceptores arteriais identificam a sensacdo de
underfilling resultante da vasodilatagdo e levam ao aumento no ténus
simpatico e a ativacdo do sistema renina angiotensina aldosterona, o que
resultaria na vasoconstriccdo renal e retencédo de sodio e agua, predispondo
a IRA.* No entanto, estudos recentes tém demonstrado que a circulacdo
renal também participa da vasodilatacdo sistémica que ocorre na sepse, e
gue o desenvolvimento da IRA relacionada a sepse, ao contrario de ocorrer
num contexto de hipoperfusdo renal, acontece na presenca de fluxo
plasmatico renal adequado ou até mesmo aumentado.?® *° A CIVD que
ocorre na sepse tem sido associada a microtrombos glomerulares e IRA.** 3!
Os radicais livres também tém papel importante no desenvolvimento

32, 33

da disfuncdo de multiplos 6rgédos e choque séptico contribuindo para a

fase de vasoconstriccdo renal que ocorre na IRA induzida pela sepsis.?®, 3!

A necrose tubular aguda ndo é encontrada em animais sépticos
submetidos a LPC.** Da mesma forma, uma revisdo sistemética recente

sobre a histopatologia da IRA relacionada a sepse demonstrou que a
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necrose tubular aguda € incomum na sepse e que as alteracOes
histopatolégicas renais durante a sepse sdo minimas, tanto em humanos

(estudos post mortem) quanto em animais.*

1.3.4. Papel fundamental do NF- kB na fisiopatologia da sepse e da IRA

relacionada a sepse

A ativacdo do NF- kB tem papel fundamental na fisiopatologia da
sepse. O NF- kB media a transcricdo de um grande numero de genes cujos
produtos apresentam papéis importantes na fisiopatologia da sepse.?* '
Camundongos deficientes destes genes dependentes do NF- kB sé&o
resistentes ao desenvolvimento do choque séptico e apresentam menor
mortalidade na sepse.?” Em modelos experimentais de sepse a inibicdo da
ativacdo do NF- kB inibe a expressdo de multiplos genes pro-inflamatorios,
inibe a hipotensédo arterial, melhora as disfuncdes miocardica e vascular
relacionadas a sepse, diminui a coagulacao intravascular, inibe o influxo de

neutréfilos nos tecidos, previne o aumento da permeabilidade vascular e a

faléncia de multiplos 6rgdos, além de aumentar a sobrevida.?’

Enfim, a ativacdo do NF- kB tem papel central na fisiopatologia do
choque séptico. As bactérias e seus componentes ativam o NF- kB através
de diversas vias de sinalizacdo que levam ao aumento da expressao de
citocinas inflamatdrias como TNF- a, IFN- gamma, IL- 1q, IL- 6, IL- 12, e IL-

18 que causam febre e alteracdes neurologicas além de ativarem o proprio
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NF- kB — e, desta forma, amplificam e perpetuam a resposta inflamatoria. A
ativacdo do NF- kB leva ao aumento do fator tecidual, aumento do fator VIII
e do PAI- 1 (plasminogen-activator inhibitor type-1) causando ativacéo das
cascatas intrinseca e extrinseca de coagulacdo e defeitos na fibrinolise, o
que leva a CIVD; a ativacdo do NF- kB leva ao aumento da expresséo da
INOS com producdo excessiva do Oxido nitrico e de prostaglandinas
vasodilatadoras resultando em hipotenséo arterial, depressao miocéardica e
hiporresponsividade vascular. A ativacdo do NF- kB causa, ainda, aumento
da expressdo de moléculas de adeséo e quimiocinas, levando a ativacdo e
infiltracdo de neutrdéfilos tecidos com producdo de espécies reativas de
oxigénio, espécies reativas de nitrogénio e enzimas proteoliticas, que
causam injuria endotelial microvascular, aumento da permeabilidade

endotelial e injaria de multiplos 6rgéos.*’

1.3.5. Papel da enzima NO sintase endotelial (eNOS) na fisiopatologia

da sepse e da IRA relacionada a sepse

O oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa, altamente hidrofébica e
facilmente difusivel através de membranas bioldgicas. Apresenta meia-vida
curta quando diluido (5 a 10 segundos) devido a sua rapida oxidagao a nitrito
e nitrato, metabdlitos estaveis do NO.*®

O NO tem afinidade por proteinas que contém o grupo “heme”, como
a enzima guanilato ciclase que, quando ativada, leva a formacao do GMPc

(guanosina 3", 5’-ciclica monofosfato). O GMPc media acbes como o
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relaxamento vascular e miocardico e inibe a agregacdo plaquetaria. Por
outro lado, o NO também pode reagir com o0 anion superoxido e formar o
peroxinitrito, potente oxidante com efeitos téxicos em diversas moléculas.*®

O NO em células de mamiferos & derivado da conversdo do
aminoéacido L-arginina proveniente da dieta a L-citrulina através da acéo de
uma familia de enzimas denominadas éxido nitrico sintases (NOS).%’

As enzimas Oxido nitrico sintases (NOS) sédo fundamentais para o
controle da biossintese do NO. Existem trés principais isoformas conhecidas
das NOS: uma forma indutivel - somente expressa ap0s estimulacdo das
células - expressa nos macrofagos e células de Kupffer, neutrofilos,
fibroblastos, musculo liso vascular e células endoteliais em resposta a
estimulos patolégicos como microrganismos invasores, e duas formas ditas
constitutivas, que estdo presentes em condicdes fisioldgicas no endotélio e
nos neurdnios. Essas formas sdo designadas iINOS, eNOS e nNOS,
respectivamente.3"®

Na verdade, ha discordancias quanto a estas nomenclaturas uma vez
gue o RNA mensageiro da iNOS foi encontrado constitutivamente em tecidos
cardiacos e a eNOS pode ter sua expressdao aumentada em algumas
respostas inflamatérias. Sugere-se que estas isoformas possam apresentar
caracteristicas induziveis ou constitutivas conforme os tecidos em que estéo
expressas.>® A iINOS foi inicialmente caracterizada em macréfagos ativados
mas também ja foi descrita em diversos tipos celulares ativados, inclusive
monaocitos, neutréfilos, eosindfilos, hepatécitos, células do musculo liso

vascular, midcitos, epitélio e células endoteliais sob condi¢cdes normais. A
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eNOS foi originalmente conhecida como responsavel pela producdo do fator
relaxante derivado do endotélio e, além de ser expressa no endotélio
vascular, encontra-se em plaquetas e cardiomiécitos.®

Na sepse a iINOS é ativada pelo TNF- a, pelo IFN — gamma, pela
interleucina — 1, pelo préprio LPS e por varias outras citocinas.*® Diversos
estudos experimentais tém demonstado que ha queda na atividade da eNOS
durante a sepse.® ***! E foi demonstrado que camundongos knock-out para
eNOS apresentam maior susceptibilidade & IRA no modelo LPS.*

A inibicdo seletiva da atividade da INOS durante a sepse pode
aumentar a pressao arterial; mas a inibicdo ndo seletiva do NO, com
consequente inibicdo da eNOS na sepse, pode acentuar a agregacao
plaquetaria e a aderéncia de neutrofilos ao endotélio resultando em
trombose e dano a tecido normal.>® #? Apesar destas evidéncias o papel da

eNOS na sepse ainda ndo estd completamente definido.

1.4. Modelos animais de sepse

Y

O conhecimento dos mecanismos da IRA relacionada a sepse
avangou pouco nos ultimos 50 anos. Alguns autores acreditam que isto
ocorra, principalmente, devido a falta de informacdes histopatolégicas, uma
vez que raramente ha indicacédo de bidpsia renal em humanos sépticos com

IRA. Na pratica, contamos com 0s aumentos da creatinina sérica, com a
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avaliacdo do débito urinario e da fracdo de excrecdo de sédio para tentar

entender a fisiopatologia da IRA induzida pela sepse em humanos.

Com a finalidade de tentar superar estas limitacbes, o
desenvolvimento de modelos animais permitiu a realizacdo de experimentos
que tentam elucidar o comprometimento de varios 0rgaos e sistemas na

sepse.®

Diversos modelos animais tém sido utilizados para estudar a sepse e
a IRA relacionada a sepse e, dentre eles, os dois modelos mais
frequentemente utilizados para o estudo da fisiopatologia da sepse sao: o
modelo de inflamacdo sistémica induzida pelo lipopolissacarideo (modelo

LPS) e o modelo de sepse induzida pela ligadura e punc¢éo do ceco (modelo

LPC).3

O modelo LPC mimetiza diversos aspectos da sepse humana, como
na sepse decorrente de traumas com perfuracdes das al¢as intestinais, colite
ou peritonite pés-operatéria. O uso de antibiéticos (ATB) e de expanséao
volémica no modelo é semelhante ao tratamento oferecido a pacientes na
UTI.34 43 4495 No modelo LPC podemos “ajustar’ o grau de severidade da
sepse através da extensdo do ceco ligado ou através do tamanho e/ ou
nimero de perfuracdes no ceco.** O modelo LPC apresenta padrdo de
citocinas inflamatorias na sepse muito semelhante ao que ocorre na sepse
humana e, inclusive, o tratamento com anti- TNF- a ndo atenua a sepse

neste modelo, semelhante ao que ocorre na sepse humana.3*
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No modelo LPC, a expansdo volémica iniciada no pés-operatorio
imediato, com a finalidade de repor as perdas ocorridas durante o ato
operatorio, promove uma fase hiperdindamica que mimetiza a sepse
humana.*” O modelo LPS nao apresenta fase hiperdinamica e n&o reproduz
adequadamente a sepse humana, em parte pela sua diferenca na cinética e

magnitude de resposta inflamatéria.*> %8

1.5. A eritropoietina e suas ac¢des pleiotropicas

A eritropoietina (EPO) € um hormdnio de crescimento cuja principal
funcao fisiolégica € a inducéo da eritropoiese. No adulto a EPO é produzida
por células intersticiais semelhantes ao fibroblasto no cortex renal, e em
menor parte, também é produzida pelo figado. Apés sua producdo a EPO é

secretada nos capilares peritubulares e cai na circulacéo sistémica.*

A EPO tem sido utilizado ha cerca de 20 anos no manejo da anemia
associada a Insuficiéncia Renal Cronica (IRC). Além disso, também tem sido
descrito seu uso no tratamento da anemia de pacientes com doencas
malignas em tratamento com quimioterapicos, em pacientes sidéticos com
anemia secundaria ao uso da zidovudina, e nos casos de doacdo autdloga

de sangue no manejo pré-operatdrio.*

A producéo de eritropoetina sintética, na década de 1980, trouxe uma

importante mudanca no manejo da anemia de pacientes com IRC e
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praticamente eliminou a necessidade de transfusfes sanglineas entre estes
pacientes.®™ °2 Além disso, 0 uso da EPO no tratamento dos pacientes com
IRC melhora significativamente a qualidade de vida, a capacidade para o
trabalho e a tolerancia ao exercicio; restaura a funcdo sexual e reduz a
fadiga e a depressdo.’® >* *° Ha também evidéncias de que o tratamento

com EPO diminui a velocidade de progresséo da IRC.%® >’

Estudos recentes tém demonstrado que além de sua atividade
hematopoiética, a EPO apresenta também efeitos citoprotetores em diversas
células e tecidos.’® *® *° A descoberta de que receptores da EPO s&o
amplamente distribuidos em diversos tecidos, inclusive nas células
glomerulares, mesangiais e tubulares epiteliais, tanto nos ratos e
camundongos quanto nos homens, levou diferentes grupos a estudar a acéao

da EPO em diversos modelos de IRA.

Foi demonstrado que a EPO apresenta protecéo renal em modelos de
IRA secundéria & isquemia/reperfusdo e a nefrotoxicidade pela cisplatina.*®
0. %9 Além disso, o tratamento crénico com o analogo da EPO de acéo
prolongada, a darbapoetina — a, resultou na protecdo da funcdo renal em
modelo de IRC (nefrectomia a 5/6), além de aumentar a sobrevida dos ratos

urémicos.®°

Estes estudos demonstraram que além do estimulo da eritropoiese, a
EPO também tem capacidade de reduzir apoptose, reduzir estresse
oxidativo e peroxidacdo lipidica, aumentar a regeneracdo das células

tubulares renais, aumentar a mobilizagdo de células progenitoras endoteliais,
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aumentar a regeneracdo vascular e a neoangiogénese, e aumentar a
expressado e atividade da enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS); a
EPO ainda atenua a diminuicdo da expressdo das aquaporinas renais e dos

transportadores de sédio em modelo de IRA isquémica.>® 62 63.64

As acdes anti-inflamatérias da EPO s&@o bem conhecidas sobre
diversos tecidos em varios modelos animais.’® Em um estudo experimental,
a EPO protegeu nervos periféricos da lesdo por compressao através da

inibicdo da ativacdo do NF— kB.%

Em modelo de endotoxemia induzida pelo LPS, a EPO, administrada
trinta minutos antes da infusdo do LPS, foi capaz de proteger a disfungéo
renal relacionada a sepse. Neste estudo, a protecdo da funcéo renal (medida
pelo clearance de inulina dezesseis horas apo6s inducdo da sepse) foi
associada a acdo anti estresse oxidativo da EPO. A acdo anti-inflamatoria da
EPO neste estudo ndo ficou muito bem esclarecida uma vez que houve
aumento dos niveis de TNF - a entre os animais sépticos, porém com queda
ndo significativa entre os animais sépticos tratados com EPO. De forma
semelhante, houve diminuicdo da infiltragdo de neutrofilos no tecido renal
dos animais sépticos tratados com EPO, porém ndo de forma

estatisticamente significativa.®®

Outro estudo avaliou a acdo da EPO em dois modelos experimentais
de sepse: na endotoxemia induzida pelo LPS (modelo LPS) e no modelo de
ligadura e puncéo do ceco (modelo LPC). Neste estudo, no modelo LPS, os

animais sépticos tratados com EPO apresentaram niveis de creatinina sérica
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menores que 0s animais ndo tratados. A funcéo renal ndo foi avaliada no
modelo LPC. E a sobrevida dos animais sépticos tratados com EPO foi

maior que os nao tratados, em ambos os modelos.®’



2. Objetivos
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2.1.

2.2.

Os objetivos do nosso estudo sao:

Avaliar os mecanismos da IRA relacionada a sepse, principalmente
quanto a participacdo do NF- kB e da eNOS.
Avaliar se a EPO tem acao protetora na IRA relacionada a sepse no

modelo de ligadura e puncéo do ceco (LPC).



3. Materiais e Métodos
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3.1. Animais e protocolos de experimentos

Este estudo foi realizado no Laboratério de Investigacdo Médica 12
(LIM 12) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de

Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

Ratos Wistar machos com pesos entre 180 — 230g e cerca de 8
semanas de vida foram obtidos do biotério central da FMUSP e tiveram livre

acesso a agua e dieta padrao para ratos.

Noés utilizamos o modelo de LPC descrito por Holly MK et al (com
algumas modificacbes) que utilizou antibiético de largo espectro e

ressuscitacéo volémica com SF 0,9%.%®
3.2. Etapas

Com o objetivo de estudar os efeitos precoces e tardios da EPO sobre

a IRA induzida pela sepse, dividimos o estudo em trés etapas:

3.2.1. PRIMEIRA ETAPA - (Estudo precoce) realizada 24 horas apos
inducao da sepse.

3.2.2. SEGUNDA ETAPA — (Estudo tardio) realizada 48 horas apés inducéo
da sepse.

3.2.3. TERCEIRA ETAPA — Analise de sobrevida.
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3.3. Grupos

Em cada etapa os animais foram divididos em 3 grupos:

3.3.1. Grupo controle.
3.3.2. Grupo LPC — Grupo ligadura e punc¢ao do ceco.
3.3.3. Grupo LPC+EPO — Grupo ligadura e pungédo do ceco tratado com

eritropoietina.

3.4. Procedimento cirurgico

No grupo controle, sob anestesia com tribromoetanol 2,5% (2,2,2
tribromoetanol, 99%), dose 250 mg/Kg, os animais foram submetidos a
laparotomia abdominal com inciséo longitudinal mediana de cerca de 3,5 cm
e o ceco foi localizado e exposto. No grupo LPC, apés localizacdo e
exposicdo do ceco, foi realizada ligadura do ceco com fio nylon 3.0 a cerca
de 1,5 cm da extremidade do ceco. O ceco entédo foi puncionado duas vezes
com jelco 14G e pressionado levemente para vazamento de pequena
quantidade de fezes para dentro da cavidade abdominal. No grupo
LPC+EPO, os animais foram submetidos ao mesmo procedimento para
inducdo da sepse porém receberam eritropoietina (Hemax®, Biosintética),
via intra peritoneal, na dose de 4000 UI/Kg de peso corporeo (diluida em 1
ml de SF 0,9%) 24 horas e 1 hora antes da LPC. Nos grupos controle e LPC,
0s animais receberam 1 ml de SF 0,9% 24 horas e 1 hora antes do

procedimento cirargico.



Materiais e Métodos 28

A parede abdominal foi suturada em duas camadas (musculo e pele)
com pontos simples utilizando-se fio nylon 4.0. Imediatamente apds o
procedimento cirdrgico, os animais receberam SF 0,9% pré aquecido, via

intra peritoneal, na dose de 25 ml/Kg de peso corpoéreo.

Seis horas apoés a cirurgia todos os animais passaram a receber ATB
de largo espectro Imipenem Cilastatina Sodica (Tienam — Merck Sharp &
Dohme) e ressuscitagcdo volémica com SF 0,9% (25 ml/Kg de peso
corporeo), via subcutanea (SC). A partir deste momento passaram a receber

ATB e SF 0,9% a cada 12 horas, via SC, até o sacrificio.
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3.5. PRIMEIRA ETAPA: Estudo Precoce — 24 horas apo6s LPC.

Na primeira etapa dividimos os animais em grupos controle (N = 5),

grupo LPC (N =7) e grupo LPC+EPO (N = 7).

Vinte e quatro horas apés a inducao da sepse foi realizada avaliagéo
da funcdo renal através do clearance de inulina, afericdo direta da pressao
arterial média (PAM) e avaliacdo da gasometria arterial com dosagem do

hematdcrito e do lactato arterial.

oh 24 h

Procedimento
Cirargico

Figura 1. Gréfico ilustrativo da cronologia da primeira etapa
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3.5.1. Clearance de inulina

Os ratos foram anestesiados com tiopental 50 mg/kg e submetidos a
cateterizacado das duas veias jugulares com cateter PE60, da artéria femoral
esquerda com cateter PE50 e da bexiga com cateter PE 240. Um priming de
inulina (100mg/kg) foi administrado, com posterior infusdo constante de
inulina a uma velocidade de 0,04 mil/min. Apés trinta minutos foi realizada
coleta do sangue inicial. A urina foi coletada em trés periodos de trinta
minutos. Ao final do experimento, cerca de 10 ml de sangue do animal foi
retirado para medir a concentracdo de inulina final e realizar as demais
dosagens plasmaticas. Os plasmas obtidos eram desproteinizados em uma
diluicdo de 1:11 de solucdo de acido perclorico a 5% antes da dosagem da
inulina por método espectrofotométrico. As amostras de urina coletadas
foram diluidas em dois momentos: primeira diluicdo 1:11 em agua destilada
e a segunda diluicdo calculada a partir da concentragdo de inulina
plasmatica. A espectrofotometria foi usada para medir as concentracfes de
inulina. No calculo da inulina, urinaria ou plasmatica, foi usado um fator de
correcdo encontrado a partir da curva padrao de inulina, obtida por dosagens
seriadas de diferentes concentracdes de inulina pelo investigador direto do
protocolo. O clearance de inulina foi calculado a partir da razdo inulina

urinaria sobre a plasmatica.
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3.5.2. Afericéo direta da pressao arterial média (PAM)

A afericdo da PAM foi realizada no inicio experimento, logo apos

cateterizacao da artéria femural, através de manémetro de mercurio.

3.5.3. Avaliacdo da gasometria arterial, do hematoécrito e do lactato

arterial

Amostras de sangue (de 0,2 ml cada) foram coletadas 24 horas apés
0 procedimento cirargico, no inicio do experimento do clearance de inulina, e
foram analisadas imediatamente ap0s a coleta por aparelho de gasometria
(Radiometer, Copenhagen, Dinamarca) para avaliacdo da gasometria

arterial, lactato arterial e hematdcrito.
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3.6. SEGUNDA ETAPA: Estudo Tardio — 48 horas apés LPC

Na segunda etapa repetimos os experimentos dividindo os animais

em grupos controle (N=7), LPC (N=9) e LPC+EPO (N =7).

Nesta etapa, com a finalidade de avaliar se a EPO seria capaz de
manter no periodo mais tardio um possivel efeito renoprotetor, foi realizada
avaliacdo da funcdo renal através do clearance de creatinina. Foram
realizados estudos em gaiolas metabdlicas e nova aferi¢cdo direta da PAM 48
horas ap6s o procedimento cirargico. Também foram realizados estudos de
imunohistoquimica e Western blot em amostras de tecido renal adquiridos

48h apos inducao da sepse.

Coletade urinaemi2 h

J
| \

oh 36 h 48 h
*

Procedimento
Cirargico

Inicio gaiola
metabdlica

Figura 2. Gréfico ilustrativo da cronologia da segunda etapa
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3.6.1. Clearance de creatinina e afericdo direta da pressédo arterial

média

Trinta e seis horas (36 horas) apés a inducdo da sepse os animais
foram colocados individualmente em gaiolas metabdlicas por um periodo de
12 horas (periodo noturno, respeitando-se o ritmo biolégico dos roedores
que sdo animais de habito noturno). Durante este periodo de 12 horas foi
realizada coleta de urina em frascos individualmente pesados e identificados
para cada cada animal. Apds o periodo de coleta de urina (e completadas 48
horas apds inducdo da sepse), os animais foram retirados das gaiolas
metabdlicas e os frascos de urina novamente pesados. O volume urinario
em 12 horas para cada animal foi mensurado pelo resultado da diferenca

entre o peso final do frasco de urina e o peso inicial do mesmo frasco.

3.6.2. Afericado direta da presséo arterial média 48 horas ap6s LPC

Apos o0s animais serem retirados das gaiolas metabdlicas 48 horas
depois do procedimento cirargico, os mesmos foram anestesiados com
tiopental 50 mg/kg e submetidos a nova laparotomia abdominal sob a incisao
cirirgica prévia apos retirada dos pontos cirdurgicos. ApOGs puncdo e

cateterizagéo da aorta abdominal com cateter PE-60, foi realizada aferi¢cao
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direta da PAM e posterior coleta de 1 ml de sangue para dosagem de

creatinina e sédio.

3.6.3. Quantificacdo da creatinina e do s6dio nas amostras de sangue e

urina

Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas para coleta de
amostras de urina de 12 horas para determinacdo da creatinina e
subsequente calculo da taxa de filtracdo glomerular observada 48 h apdés a
inducdo da sepse. A analise da creatinina nas amostras de sangue e urina
foi realizada pelo método colorimétrico utilizando &cido picrico. A
quantificacdo do sédio, tanto nas amostras de sangue quanto nas amostras
de urina, foi realizada por fotometria de chama (Instrumentation Laboratory,

modelo 143, Lexington, MA, EUA).

3.6.4. Coleta do tecido renal para analise histoldgica,

imunohistoquimica e para Western blot

Através do catéter inserido na aorta abdominal os 6rgdos foram
perfundidos com PBS (NaCl 0,15 M, tampé&o fosfato 0,01 M, pH 7,4) para
lavagem do leito vascular. Em seguida, o rim direito foi isolado, retirado e,

apos descapsulado, foi dividido em duas metades. Uma parte do tecido renal
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foi imerso em solucdo de methacarn (metanol 60%, cloroférmio 30% e acido
acético 10%) durante 24 horas e apos este periodo, a solucéo foi substituida
por alcool 70%. A outra metade do rim foi prontamente separada em cortex e
medula sobre placa de vidro com temperatura fria e, apds, rapidamente
mergulhada em nitrogénio liquido, e posteriormente estocada a -70° C para
estudos de Western blot. Apdés a remocdo do rim direito, foi realizada a
infusdo de solucdo fixadora (paraformaldeido 4%). Apds a perfusdo com
paraformaldeido 4%, um fragmento do rim esquerdo foi retirado e mantido
em solucéo de paraformaldeido 4% por mais duas horas e, em seguida, foi
pos-fixado em solucdo de Bouin por quatro horas. Depois esta solucdo foi
trocada por solucdo de etanol a 70%. Posteriormente o tecido renal foi
embebido em parafina, cortado em seccdes de 4 um, desparafinizado e
submetido a coloracdo de tricrbmio de Masson ou a reacdo de

imunohistoquimica.®®

3.6.5. Imunohistoquimica

Os cortes de tecido renal foram incubados com anticorpo anti - NF- kB
(Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, EUA), na diluicdo de 1/80, durante a
noite, a temperatura de 4°C e com anticorpo anti-ED1 (AbD Serotec, Oxford,
Reino Unido), na diluicdo de 1/1000, durante a noite, a temperatura de 4°C.
Os anticorpos utilizados foram: anticorpo policlonal anti - NF- kB p65 (SC —

109, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, EUA) e anticorpo monoclonal anti —
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ED1 (mouse anti rat CD68 clone ED1, AbD Serotec, Oxford, Reino Unido). O
anticorpo anti - NF- kB p65 reconhece a subunidade p65 do NF-kB, um
potente dominio de ativacdo da transcricdo. Este anticorpo liga-se
seletivamente & forma ativada do NF- kB.%® "> ™ O anticorpo anti- ED1
reconhece antigeno citoplasmatico nos mondocitos e maior parte dos
macrofagos. Apenas as células mononucleares do sistema fagocitico séo
positivas para este anticorpo.®® "2 O produto da reacdo foi detectado pelo
complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, CA, EUA) e a cor
desenvolvida com 3,3-diaminobenzidina e cloreto de niquel 8% na presenca
de &gua oxigenada. A contracoloracdo foi feita com Methyl Green. Os cortes

foram examinados sob microscopia de luz em um aumento de 400 X.

3.6.6. Avaliacdo dos resultados de imunohistoquimica

A avaliacao dos resultados da imunorreacdo para NF- kB foi realizada
através de escores que refletem a extensdo da area do cértex renal
marcado, tendo sido atribuido um escore de 0 a 4. O escore 0, equivale
entre 0 a 5% do campo marcado; o escore 1, entre 5 e 25%; o0 escore 2,
entre 25 e 50%; o escore 3, entre 50 e 75% e o0 escore 4, entre 75 e 100%.
Foram analisados de 30 a 50 campos de cada cértex renal estudado e

determinado um escore médio para cada rato.®

Para se obter os numeros médios de células ED1 positivas no

compartimento tGbulo-intersticial do cértex renal, 30 campos de 0,245 mm?
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cada foram avaliados e foram realizadas contagens médias das células ED1

positivas em cada rim estudado.®®

3.6.7. Coleta de tecido renal para estudos de Western blot

Os animais foram anestesiados e os rins foram removidos apds a
perfusdo. A capsula renal foi retirada e em seguida foi realizada a separacao
do cortex e medula renal. Os tecidos renais foram imediatamente
mergulhados em nitrogénio liquido e estocados a -70° C para estudos de

Western Blot.

3.6.8. Extracdo de proteinas para Western blot

Os rins congelados dos animais foram homogeneizados em uma
solucéo de K-Hepes (200mM Mannitol, 80mM Hepes, 41mM KOH; pH 7,5)
contendo inibidores de proteases (Cocktail Protease Inhibitor, Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO). O homogenato foi entdo centrifugado
(2000 g) por 15 min a 4°C para remocao das células e residuos celulares. A

quantificacdo das proteinas foi realizada pelo método de Bradford.
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3.6.9. Western blot

As amostras de proteinas foram submetidas a eletroforese em minigel
de poliacrilamida. Apés a transferéncia das proteinas para a membrana de
nitrocelulose, os blots foram tratados com leite em p6 desnatado 5% diluido
em PBS-T (80 mM NayHPO,;, 20 mM NaH,PO,, 100 mM NaCl, 0.1%
Tween20, pH 7,5) por 1 hora e incubados com anticorpo especifico para
eNOS, overnight, na diluicdo 1: 2000 (BD Transduction Laboratories,
Lexington, KY, EUA). O anticorpo utilizado foi o anticorpo monoclonal anti-
eNOs/NOS tipo Ill (BD Transduction Laboratories, Lexington, KY, EUA). A
marcacao foi feita através da peroxidase (HRP)-conjugated secondary
antibody  (anti-mouse  1:2000, Sigma) usando  sistema de
guimioluminescéncia (ECL, Amersham). A normatizacao foi feita com a nova

hibridizacdo das membranas com o anticorpo para actina (Sigma).

3.6.10. Semi-quantificacdo das proteinas

As bandas obtidas nos filmes foram digitalizadas no sistema Image
Master VDS (Pharmacia Biotech) e em seguida foi realizada a densitometria.
Os resultados da analise densitométrica das bandas foram normatizadas

pela densitometria das bandas originadas pela hibridizagdo com a actina.
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3.6.11. Analise histologica e morfométrica

Os cortes de 4 um de espessura de tecido renal obtidos dos animais
controles e experimentais foram corados com tricromio de Masson para
andlise do comprometimento tubulo-intersticial, avaliando-se a 4érea
intersticial relativa do cortex renal desses animais.

Foram realizados estudos de morfometria para avaliagdo da expansao
da é&rea intersticial. As imagens obtidas pela microscopia 6ptica foram
captadas por meio de video-camera de luz conectada a um analisador de
imagens (QWin; Leica, Wetzlar, Alemanha). Foram analisados 20 campos
medindo 37.000 pm? de cada animal e avaliada a fragcdo percentual do
cOrtex ocupado pelo intersticio. Em seguida foi determinada a porcentagem
da éarea intersticial em relacdo a cada campo, excluindo-se os vasos e

glomérulos.
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3.7. TERCEIRA ETAPA: Analise de Sobrevida

Nesta etapa realizamos a andlise de sobrevida. Os experimentos
foram repetidos e os animais divididos em grupo controle (N = 9), grupo LPC
(N =9) e grupo LPC+EPO (N =7).

Seis horas ap6s o procedimento cirlrgico 0s animais passaram a
receber ATB e expansao volémica com SF 0,9% e a partir deste momento
passaram a ser avaliados quanto a sobrevida. Deste momento em diante, os
animais passaram a ser re-avaliados a cada 6 — 12 horas até completar 60
horas ap0s a cirurgia. Sessenta horas apds a cirurgia todos 0s animais que

continuavam vivos foram sacrificados com dose excessiva de anestésico.

3.8. Andlise estatistica

Os dados estédo expressos em média + erro padrdo. Diferencas entre
as médias dos multiplos parametros foram analisadas pelo método One-Way
ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls. Para as curvas de sobrevida
utiizamos o teste Log-Rank. O programa estatistico utilizado foi o
GraphPrism 3.0. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.



4. Resultados




4.1. Resultados da PRIMEIRA ETAPA:
Estudo Precoce — 24 horas apos
LPC
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4.1.1. Resultados gerais da PRIMEIRA ETAPA (Estudo Precoce)

Na primeira fase do estudo observamos que a EPO foi capaz de
proteger a funcdo renal durante a sepse, além de melhorar a anemia
relacionada a sepse, a pressao arterial, a acidose metabdlica e a
microperfusao (avaliada pela dosagem do lactato arterial), conforme tabela a

seqguir:

Tabela 1. Resultados gerais da PRIMEIRA ETAPA (Estudo Precoce).

Grupo Controle LPC LPC+EPO

Clearance de Inulina (mI/min/100g ge rat0) 0,82 + 0,04 0,43 + 0,08*" 0,99 +0,12

Ht (%) 43,0+1,0 34,4+25°" 41.4+2,0

PAM (mmHg) 112+2,5 74 +7,5% 99+23
Bicarbonato (mEq/L) 26+1,3 21+1,4°%¢ 27+1,0
BE 1,5+0,5 -2,3+1,8%¢ 3,2+0,7
pH 7.44 +0,01 7,30+ 0,12 7,44 0,5

Lactato (mmol/L) 1.4+ 0.6 4.3 +2.0* 21+1.1

2 p<0,01 vs. control; ° p<0,001 vs. LPC+EPO; © p<0,001 vs. control; ¢ p<0,01 vs.
LPC+EPO; ® p<0,05 vs. control; f p<0,05 vs. LPC+EPO
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4.1.2. Efeito da EPO sobre o clearance de inulina 24 horas apo0s

inducao da sepse

Como esperado, o clearance de inulina foi bastante reduzido entre os
animais sépticos quando comparados com 0s animais ndo sépticos (LPC
0,43 + 0,08 vs. controle: 0,83 * 0,04 g mI/min/100g ge rato, P <0,01). Os
animais sépticos tratados com EPO (LPC+EPO) apresentaram clearance de
inulina significativamente maior do que os ratos sépticos que ndo receberam
EPO (grupo LPC): CLP + EPO 0,99 + 0,12 vs. CLP 0,43 + 0, 08 ml/min/100,
de rato; P <0,001. Nao houve diferenca entre o grupo CLP+EPO e o grupo

controle (Tabela 1, Grafico 1).
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Grafico 1. Taxa de filtragdo glomerular (TFG) avaliada apdés 24 horas em ratos
controles e em ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracédo do ceco (LPC)
tratados (LPC+EPQO) ou ndo (LPC) com eritropoetina. Os dados sdo expressos

como média = EPM. * p<0,01 (vs. Controle); ™ p<0,001 (vs. LPC).
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4.1.3. Efeito da EPO sobre o hematocrito 24 horas apds inducédo da

sepse

Houve queda estatisticamente significativa do hematocrito entre os
animais sépticos 24 horas ap0s inducdo da sepse (controle 43 + 1,0 % vs.
LPC 34,4 £ 2,5%; p < 0,05). O tratamento com EPO preveniu a queda do
hematécrito no grupo LPC+EPO (LPC 34,4 + 2,5% vs. LPC+EPO 41,4 +
2,0%; p < 0,05) que apresentou valores de hematdécrito semelhantes aos do
grupo controle (LPC+EPO 41,4 + 2,0% vs. controle 43 + 1,0 %; p > 0,05).

(Tabela 1, Gréfico 2).
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Grafico 2. Hematécrito plasmético avaliado apos 24 horas em ratos controles e em
ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (LPC) tratados
(LPC+EPO) ou néo (LPC) com eritropoetina. Os dados sdo expressos como média
+ EPM. * p<0,05 (vs. Controle); * p<0,05 (vs. LPC).
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4.1.4. Efeito da EPO sobre a pressao arterial média (PAM) 24 horas

apoés inducdo da sepse

O grupo LPC apresentou queda significativa da PAM 24 horas apés
inducao da sepse (LPC 74 £ 7,5 vs. controle 112 £ 2,5 mmHg; p <0,001). O
tratamento com EPO foi capaz de proteger os animais sépticos da
hipotensédo (LPC 74 £ 7,5 vs. LPC+EPO 99 + 2,3 mmHg; p < 0,01) e o grupo
LPC+EPO manteve niveis pressoéricos semelhantes aos do grupo controle.

(Tabela 1, Gréfico 3).
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Grafico 3. Presséo arterial média (PAM) avaliada apos 24 horas em ratos controles
e em ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracao do ceco (LPC) tratados
(LPC+EPO) ou néo (LPC) com eritropoetina. Os dados sdo expressos como média
+ EPM. * p>0,05 (vs. Controle); ** p<0,001 (vs. Controle); * p<0,01 (vs. LPC).
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4.1.5. Efeito da EPO sobre a acidose metabdlica 24 horas ap6s inducgéo

da sepse

Os animais do grupo LPC apresentaram queda significativa dos niveis
de bicarbonato na gasometria arterial (LPC 21 = 1,4 vs. controle 26 + 1,3
mEQg/l; p < 0,05). Os animais sépticos que receberam tratamento com EPO
(LPC+EPO) apresentaram niveis de bicarbonato mais elevados que o grupo
LPC (LPC 21 + 1,4 vs. LPC+EPO 27 + 1,0 mEqg/l; p < 0,01), com valores

semelhantes aos do grupo controle (Tabela 1, Grafico 4).
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Grafico 4. Bicarbonato plasmatico avaliado apds 24 horas em ratos controles e em
ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (LPC) tratados
(LPC+EPO) ou néo (LPC) com eritropoetina. Os dados sdo expressos como média
+ EPM. * p<0,05 (vs. Controle); ** p<0,01 (vs. LPC).
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Entre os animais sépticos houve aumento no déficit de bases (LPC -
2,3 +1,8vs. controle 1,5 = 0,5; p < 0,05) e o tratamento com EPO foi capaz
de recuperar este evento (LPC -2,3 £ 1,8 vs. LPC+EPO 3,2 + 0,7; p < 0,01)

(Tabela 1).

No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre os valores de pH
nos trés grupos: controle 7,44 + 0,01; LPC 7,30 £ 0,12; LPC+EPO 7,44 £ 0,5.

(Tabela 1, Gréfico 6).

Controle LPC LPC+EPO

Grafico 6. pH plasmatico avaliado ap6s 24 horas em ratos controles e em ratos
submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracéo do ceco (LPC) tratados (LPC+EPO)

ou ndo (LPC) com eritropoetina. Os dados sdo expressos como média + EPM.
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4.1.6. Efeito da EPO sobre o lactato arterial 24 horas apdés inducédo da

sepse

Os animais sépticos apresentaram elevacao importante nos niveis de
lactato arterial com valores médios de lactato arterial cerca de 3 vezes maior
gue os valores dos animais do grupo controle (LPC 4,3 + 2,0 vs. controle 1,4
+ 0,6 mmol/L; p < 0,01). O tratamento com EPO preveniu o aumento do
lactato arterial (LPC 4,3 + 2,0 vs. LPC+EPO 2,1 + 1,1 mmol/L; p<0,01) e 0
grupo LPC+EPO apresentou valores médios de lactato arterial semelhantes

aos do grupo controle (Tabela 1, Gréfico 8).
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Grafico 8. Lactato plasmatico avaliado apos 24 horas em ratos controles e em ratos
submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracéo do ceco (LPC) tratados (LPC+EPO)
ou ndo (LPC) com eritropoetina. Os dados s@o expressos como média + EPM. **
p<0,01 (vs. Controle); ** p<0,01 (vs. LPC).
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4.2.1. Resultados gerais da SEGUNDA ETAPA (Estudo Tardio)

Na segunda fase do estudo observamos que a EPO foi capaz de

manter protecdo da funcéo renal 48 horas ap0s inducdo da sepse, além de

manter a melhora hemodinamica mesmo numa fase mais tardia da sepse.

Quanto a funcao tubular, no nosso estudo, a EPO ndo modificou a fracdo de

excrecdo de sodio (FENa) que esta elevada na sepse. Alguns resultados

desta etapa sugerem que a EPO possa apresentar acdes anti-inflamatorias

além de induzir o aumento da expressado de eNOS no tecido renal conforme

tabela a sequir:

Tabela 2. Resultados gerais da SEGUNDA ETAPA (Estudo Tardio)

Grupo Controle LPC LPC+EPO
Clearance Creatinina b
(MIMIN/100, 4o rao) 1.14+0,1 0.56+0,1 0,98 + 0,08
FENa (%) 0,15+ 0,02 055+0,1%° 0,75+ 0,23
PAM (mmHg) 109,2+£3,0 76,25+75%" 97,5+ 3,0
Area intersticial relativa (%) 5,75 + 0,86 11,6 + 0,88 > ¢ 44 +0,43
Células ED-1 (céls 7,32 £0,74 23,20+3,71"° 7,48 £ 0,82
positivas/0,245mm2)
Escore para NFkB 0,67 + 0,064 1,31+ 0,08 "¢ 0.8+0.09
93.33+3.33 28.33+6.0"°¢ 90.0 +5.77

eNOS (%)

2 p<0,01 vs. control; ® p<0,001 vs. LPC+EPO; ¢ p<0,001 vs. control; ¢ p<0,01 vs. LPC+EPO;
® p<0,05 vs. control; " p<0,05 vs. LPC+EPO
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4.2.2. Efeito da EPO sobre o clearance de creatinina 48 horas apos

inducao da sepse

Como esperado, o clearance de creatinina permaneceu alterado entre
0S animais sépticos quando comparados com 0s animais nao septicos 48
horas apo6s inducdo da sepse (LPC 0.56 + 0,1 vs. controle 1.14 + 0,19
ml/min/100g ge rato, P <0,001).0s animais sépticos tratados com EPO
(LPC+EPO) apresentaram clearance de creatinina significativamente maior
do que os ratos sépticos que nao receberam EPO (grupo LPC): CLP + EPO
0,98 = 0,08 vs. CLP 0,56 + 0,1 mI/min/100g ge rato; P <0,001. N&o houve

diferenca entre o grupo CLP+EPO e o grupo controle (Tabela 2, Gréfico 9).
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Grafico 9. Taxa de filtracdo glomerular (TFG) avaliada apés 48 horas em ratos
controles e em ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragcdo do ceco (LPC)
tratados (LPC+EPQO) ou ndo (LPC) com eritropoetina. Os dados sdo expressos

como média = EPM. *** p<0,001 (vs. Controle); *** p<0,001 (vs. LPC).
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4.2.3. Efeito da EPO sobre a fracdo de excrecdo de sodio 48 horas apos

inducao da sepse

Na sepse houve aumento da FENa e, no nosso estudo, a EPO néo
modificou a fracdo de excrecdo de sddio. Nao houve diferenca estatistica
entre o grupo LPC e o grupo LPC+EPO (controle 0,15 + 0,02; LPC 0,55 +

0,1; LPC+EPO 0,75 + 0,23%) (Tabela 2, Grafico 10).
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Grafico 10. Fracao de excrecao de sodio (FENa) avaliada apés 48 horas em ratos
controles e em ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragédo do ceco (LPC)
tratados (LPC+EPO) ou néo (LPC) com eritropoetina. Os dados sao expressos

como média + EPM. ** p<0,01 (vs. Controle); ***p<0,001 (vs. Controle).
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4.2.4. Efeito da EPO sobre a pressédo arterial média (PAM) 48 horas

apos inducao da sepse

O grupo LPC manteve queda significativa da PAM 48 horas apés
inducdo da sepse (LPC 76,25 £ 7,5 vs. controle 109,2 £ 3,0 mmHg; p <
0,01). O tratamento com EPO foi capaz de proteger os animais sépticos da
hipotenséo (LPC 76,25 = 7,5 vs. LPC+EPO 97,5 £ 3,0 mmHg; p < 0,05) e 0
grupo LPC+EPO manteve niveis pressoricos semelhantes aos do grupo

controle (Tabela 2, Grafico 11).
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Grafico 11. Pressdo arterial média (PAM) avaliada ap6s 48 horas em ratos
controles e em ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracéo do ceco (LPC)
tratados (LPC+EPQO) ou ndo (LPC) com eritropoetina. Os dados sdo expressos
como média + EPM. * p>0,05 (vs. Controle); ** p<0,01 (vs. Controle); * p<0,05 (vs.
LPC).
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4.2.5. Efeito da EPO sobre a area intersticial relativa (AIR) 48 horas

apoés inducao da sepse

No nosso modelo encontramos aumento importante da AIR 48 horas
apos inducédo da sepse (LPC 11,6 + 0,88 vs. controle 5,75 + 0,86 %; p <
0,001). O tratamento com EPO foi capaz de corrigir 0 aumento da AIR 48
horas apoés inducao da sepse (LPC 11,6 + 0,88 vs. LPC+EPO 4,4 + 0,43 %;

p < 0,001) (Tabela 2, Grafico 12, Figura 3).
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Grafico 12. Porcentagem da area intersticial relativa (AIR) do cortex renal avaliada
apos 48 horas em ratos controles e em ratos submetidos a cirurgia de ligadura e
perfuracédo do ceco (LPC) tratados (LPC+EPO) ou ndo (LPC) com eritropoetina. Os
dados sdo expressos como média + EPM. ***p<0,001 (vs. Controle); ™" p<0,001
(vs. LPC).
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Figura 3. Fotomicrografias de cortes histolégicos de cértex renal corados com

Tricrbmio de Masson de um rato controle (A) e de ratos sacrificados 48h apés a

cirurgia de ligadura e perfuragéo do ceco (LPC) (B) ou LPC+EPO (C).
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4.2.6. Efeito da EPO sobre o numero de células ED1 positivas no

tecido renal 48 horas apds inducao da sepse

No nosso modelo o aumento da area intersticial relativa poderia estar
relacionado, em parte, com um aumento de infiltrado inflamatério no tecido
renal. Para testarmos esta hipotese, realizamos a imunolocalizacdo de
células ED1 positivas para avaliarmos a infiltragcdo de macrofagos no tecido

renal.

De fato, apés a sepse encontramos um aumento importante das
células ED1 positivas no compartimento tdabulo-intersticial quando
comparadas com o grupo controle (LPC 23,20 + 3,71 vs. controle 7,32 + 0,74
células positivas/ 0,245 mm?; p < 0,001). O tratamento com EPO reduziu de
forma significativa o niumero de células postivas (LPC 23,20 + 3,71 vs.
LPC+EPO 7,48 + 0,82 células positivas/ 0,245 mm? p < 0,001) para

nameros semelhantes aos do grupo controle.

(Tabela 2, Grafico 13, Figura 4).
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Células ED1 positivas

Controle LPC LPC+EPO

Grafico 13. Numero de células ED-1 positivas no cortex renal avaliada apés 48
horas em ratos controles e em ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracao
do ceco (LPC) tratados (LPC+EPO) ou néo (LPC) com eritropoetina. Os dados sdo

expressos como média = EPM. * p < 0.001 vs. Controle e vs. LPC+EPO.
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Figura 4. Imunolocalizacao de células ED-1 positivas (macréfagos e mondcitos) em

cortes de cortex renal de um rato controle (A) e de ratos sacrificados 48h apos a
cirurgia de ligadura e perfuragéo do ceco (LPC) (B) ou LPC+EPO (C).
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4.2.7. Efeito da EPO sobre a expressdo do NF- kB no tecido renal 48

horas apo6s inducéo da sepse

Encontramos aumento importante da expressao do NF- kB no cortex
renal de animais sépticos quando comparados aos controles (controle
escore 0,67 £ 0.06 vs. LPC 1,32 + 0,08; P < 0.001). Os animais sépticos que
receberam tratamento com EPO apresentaram diminui¢cdo da expressdo do
NF- kB para valores semelhantes aos do grupo controle (LPC 1,32 £ 0,08 vs.

LPC+EPO 0,81 + 0,09; p < 0,001) (Tabela 2, Grafico 14, Figura 5).
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Grafico 14. Escore para NF-kB no compartimento tubulo-intersticial (CTI) do cortex
renal de ratos controles e de ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracao
do ceco (LPC) tratados (LPC+EPO) ou ndo (LPC) com eritropoetina sacrificados
48h apos as intervencgdes cirargicas. Os dados séo expressos como média + EPM.
*** n<0,001 (vs. Controle) ™" p<0,001 (vs. LPC).
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Figura 5. Imunolocalizagdo do NF- kB no cortex renal de um rato controle (A) e de

ratos sacrificados 48 h (B e C) ap0s a cirurgia de LPC tratados (C) ou ndo (B) com
EPO.
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4.2.8. Efeito da EPO sobre a expressao da enzima NO sintase endotelial

no tecido renal 48 horas ap0s inducéo da sepse

Os animais sépticos apresentaram diminuicdo importante da
expressdo da eNOS no tecido renal 48 horas ap6s inducdo da sepse (LPC
28.3 + 6% vs. controle 93 + 3.3%; p < 0,001). O tratamento com EPO
previne a reducao da expressdo de eNOS na sepse e 0s animais sépticos
tratados com EPO apresentaram valores de eNOS semelhantes aos do

grupo controle (LPC 28.3 + 6% vs. LPC+EPO 90 * 6.0%; p < 0,001) (Tabela

2, Gréfico 15).
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Grafico 15. Analise densitométrica para e-NOS citoplasmatico no coértex renal
avaliada ap6s 48 horas em ratos controles e em ratos submetidos a cirurgia de
ligadura e perfuracdo do ceco (LPC) tratados (LPC+EPO) ou néo (LPC) com EPO.

Os dados sdo expressos como média + EPM. ***p<0,001 (vs. Controle); **p<0,001
(vs. LPC).
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4.3. Resultado da Terceira Etapa: Anélise de Sobrevida

Os animais sépticos tratados com EPO apresentaram sobrevida maior

gue aqueles que nao receberam tratamento (p = 0,0018).
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Grafico 16. Curvas de sobrevida dos grupos Controle, LPC e LPC+EPO.



5. Discussao




Discussao 66

Neste estudo avaliamos os efeitos da EPO no modelo animal de
sepse induzida apoés ligadura e puncdo do ceco, utilizando ratos Wistar
machos de 8 semanas de vida. Este modelo de LPC mimetiza as
caracteristicas clinicas da sepse humana ap0s perfuracdo intestinal e
infeccdo bacteriana de flora mista.®* Utilizamos o modelo com algumas
modificacdes, conforme ja descrito na literatura, com antibioticoterapia de
largo espectro e expansao volémica, o que o torna ainda mais clinicamente
relevante.™ ® A utilizacéo do antibiético e da expans&o volémica acontece
de forma semelhante ao que ocorre no tratamento dos pacientes sépticos,
inclusive mimetizando o tempo usual entre o inicio da sepse e o diagnético
da mesma pelo médico (antibiético e expansao volémica ndo foram iniciados
antes de seis horas do inicio da sepse). A reposicéo volémica imediatamente
apos o procedimento cirurgico foi realizada com a intencdo de repor as
perdas hidricas que os animais sofreram durante o ato operatério, em que

ficavam com a cavidade abdominal aberta.

No nosso estudo, embora os animais ndo tenham apresentado
choque séptico, com PAM média de 74 + 7,5 mmHg no grupo LPC 24 horas
apos inducdo da sepse, podemos considerar que utlizamos um modelo de
sepse severa, onde 0s animais sépticos apresentaram niveis de lactato

arterial maior que 2 mmol/l 24 horas apo0s a ligadura e puncao do ceco.

A dose de EPO utilizada e o momento de sua administragdo (pré

insulto) foram baseadas em estudos anteriores que estudaram os efeitos da
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EPO na IRA induzida pela endotoxemia® e na IRA induzida pela
isquemia/reperfusdo renal.”® A dose utilizada no nosso estudo excede a
dose maxima prescrita para pacientes na pratica clinica. Porém alguns
estudos clinicos tém utilizado doses de EPO mais elevadas que o
usualmente prescrito sem, no entanto, apresentar efeitos adversos no grupo
tratado. Exemplo seria o estudo que avaliou a eficacia da EPO no AVC
isquémico agudo, onde os pacientes receberam dose diaria de EPO de
33.000 Ul (cerca de 500 UI/ Kg), por trés dias consecutivos apés o AVC. A
EPO foi capaz de reduzir a area de isquemia cerebral avaliada por exames
de RNM e a droga foi bem tolerada nesta dose, sem relatos de eventos

adversos.”

Com este estudo demonstramos que o pré-tratamento com EPO
aumenta a sobrevida e protege a funcéo renal neste modelo de sepse. A
protecdo da funcao renal pela EPO foi bem evidente 24 horas ap0s a cirurgia
e a EPO foi capaz de manter sua protecdo sobre a funcéo renal 48 horas
apos a inducdo da sepse. O grupo de animais sépticos tratados com EPO
(grupo LPC+EPO) apresentou melhora da pressao arterial média 24 horas
apos inicio da sepse, quando comparados com o grupo LPC, e a EPO foi
capaz de manter esta melhora hemodindmica mesmo apés 48 horas da
inducéo da sepse. A EPO também melhorou a anemia relacionada a sepse e
0 estado metabolico 24 horas apos inducédo da sepse. A ativacdo do NF- kB
foi bem evidente no grupo LPC e, com 48 horas apos inicio da sepse, 0s
animais tratados com EPO apresentaram inibicdo da ativacdo do NF- kB no

tecido renal, aléem de apresentarem protecdo sobre o aumento da area
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intersticial relativa e infiltracdo por macrofagos. Além disso, o0 grupo
LPC+EPO apresentou expressdao da enzima eNOS no tecido renal
semelhante ao grupo controle, enquanto que o grupo LPC, 48 horas ap0s

inicio da sepse, apresentou queda significativa da expressao desta enzima.

Quanto a funcdo renal, verificamos que o0s animais sépticos
apresentaram disfuncdo renal, com queda importante do clearance de
creatinina 48 horas apds inducdo da sepse. Esta disfuncdo renal na sepse
foi homogénea entre os animais e confirmada com o clearance de inulina
realizada 24 horas apos inducdo da sepse. Quarenta e oito horas apos
inducdo da sepse, 0s animais apresentavam-se muito doentes e com
distensdo abdominal importante. Por estes motivos ndo realizamos o0s
experimentos de clearance de inulina 48 horas ap6s inducdo da sepse,
porque em pequeno estudo piloto, varios animais, quando em decubito
dorsal para o estudo, apresentaram regurgitacdo com broncoaspiracdo e

parada respiratoria.

Inicialmente, os estudos realizados no modelo LPC, com 0s mesmos
protocolos de antibiético de largo espectro e expansdo volémica que
utilizamos, foram realizados em camundongos idosos.*”* > Nestes estudos
os camundongos jovens (com cerca de 8 semanas de vida) nao
apresentavam IRA. Em ratos Sprague-Dawley idosos houve resposta muito
heterogénea da funcéo renal neste mesmo modelo.®® No nosso trabalho os
animais estudados, mesmo jovens, apresentaram IRA relacionada a sepse
de forma homogénea. Esta diferenca pode ter ocorrido porque utilizamos

animais de linhagem diferente (ratos Wistar), ou porque o clearance da
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creatinina realizado em experimentos com gaiola metabdlica seja mais
fidedigno que a medida isolada da creatinina como forma de avaliacdo da
funcdo renal. Na verdade, sabe-se que a presenca de cromatégenos no
plasma de camundongos pode resultar em uma superestimacdo da
creatinina sérica quando esta é dosada pelo método do &cido picrico e
sugere-se que medidas mais acuradas da creatinina sérica em
camundongos devam ser realizadas pelo método HPLC (high-performance
liquid chromatography).’®’’ Além disso, a reducdo da producéo da creatinina

durante a sepse limita seu uso como marcador de injdria renal na sepse.”®

Dois estudos experimentais anteriores demonstraram que a EPO tem
efeito protetor sobre a funcdo renal na sepse. No primeiro estudo foi
utilizado o modelo LPS.%® Neste estudo os autores descobriram que a EPO,
guando administrada 30 minutos antes da infusdo do LPS, atenua de forma
significativa a disfuncdo renal avaliada pelo clearance de inulina 16 horas
apos inducao na sepse. A disfuncéo renal observada durante a endotoxemia
foi relacionada a diminuicdo da superéxido dismutase renal que foi revertida
com a administracdo da EPO.%® Neste estudo observou-se aumento na
infiltragcéo de neutrdéfilos no tecido renal e ainda aumento nos niveis séricos
de TNF — a. Os animais que receberam pré tratamento com EPO apresentou
reducado dos niveis séricos de TNF — a e reducgédo da infiltragdo de neutrofilos
no tecido renal, porém estas diferengcas ndao foram estatisticamente

significativas.®®

O segundo estudo empregou tanto o modelo LPS quanto o modelo de

LPC e a EPO foi administrada em diferentes momentos apos a indugcéao da
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sepse.®” A EPO foi capaz de proteger a disfuncéo renal avaliada através da
medida dos niveis séricos de creatinina dos camundongos estudados. Neste
estudo os autores atribuiram os efeitos benéficos da EPO a inibicdo da
apoptose em varios tecidos e a reducado da hipdxia tecidual. Também houve
reducdo da expressao da iNOS, diminuicdo da producédo de NO e formacéo
de peroxinitrito na sepse apds tratamento com EPO.®” A EPO levou ao
aumento de sobrevida na sepse, no modelo LPS, quando administrada até 2
horas apoés inducéo da sepse. Neste estudo a fungéo renal ndo foi estudada
no modelo LPC.%" Além disso, ndo houve diferenca entre as respostas
inflamatorias dos grupos de animais sépticos tratados ou ndo com EPO

(incluindo ativacdo do NF- kB, infiltragdo de neutrdfilos nos tecidos e niveis

séricos de proteinas inflamatorias).®’

Quanto a funcéo tubular renal, observamos aumento da FENa entre
0S animais sépticos (grupo LPC), avaliada 48 horas apos inducdo da sepse;
e 0s animais sépticos tratados com EPO mantiveram FENa aumentada, sem
nenhuma diferenca estatistica entre estes dois grupos. Em um estudo de
isquemia/ reperfusdo renal onde houve déficit de concentracdo urinaria e
aumento da FENa apoés o insulto, com concomitante reducdo da expressao
de aquaporinas e transportadores de sodio no tecido renal, a EPO foi capaz
de prevenir a reducdo da expressédo destes transportadores e melhorou a

capacidade de concentracéo urinaria e a reabsorcéo de sédio pelos rins.”

Os animais do grupo LPC apresentaram queda do hematocrito 24
horas apos inducdo da sepse, enquanto o grupo LPC+EPO foi protegido da

anemia.
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A anemia é bastante comum entre doentes criticos internados em
unidades de terapia intensiva, principalmente entre aqueles com IRA.%
Nesses pacientes a eritropoiese € prejudicada tanto pela diminuicdo da
producdo da EPO, quanto pelos efeitos inibitorios diretos de citocinas
inflamatérias sobre a medula.®® Em um estudo envolvendo 86 pacientes
internados em uma unidade de terapia intensiva, a administracdo semanal
da EPO resultou em uma reducéo significativa no nimero de transfusdes
sanguineas, e os valores de hemoglobina destes pacientes que receberam
EPO foram significativamente maiores que aqueles que receberam
placebo.®’ Neste estudo, embora sem diferenca estatistica significativa,
a taxa de mortalidade foi menor entre os pacientes tratados com EPO (12%)

do que entre os que receberam o placebo (23%).%*

Quanto aos parametros hemodinamicos, observamos queda na PAM
24 horas apos inducdo da sepse, e houve melhora hemodinamica entre os
animais sépticos tratados com EPO. Dois estudos recentes demonstraram
que a administracdo da EPO atenua a instabilidade hemodinamica em
modelos experimentais de choque, como o choque hemorragico e o choque
induzido pelo zimozan (um agonista do TLR 2).8% 8 8 Estes resultados,
juntamente com os nossos, sugerem que a EPO confere protegao contra o
choque em diferentes modelos pré clinicos. Acreditamos que este efeito
protetor sobre a hemodinamica seja decorrente, em parte, do efeito protetor

vascular da EPO.

A descoberta de que receptores da EPO sdo expressos nas ceélulas

endoteliais vasculares sugere que o sistema vascular seja um alvo biolégico
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da EPO.® Foi demonstrado que a EPO previne a hiporreatividade vascular e
a disfuncéo endotelial decorrentes da endotoxemia induzidas pelo LPS.%®
Sabe-se que os efeitos protetores vasculares da EPO sdo criticamente
dependentes da atividade da eNOS.®” Camundongos knock-out para eNOS
apresentam maior susceptibilidade & IRA induzida pelo LPS.?* Por outro
lado, camundongos transgénicos, que apresentam aumento importante e
cronico (desde o nascimento) de eNOS no seu endotélio, demonstram maior
resisténcia a hipotensdo secundaria a sepse em modelo LPS e apresentam
maior sobrevida que os camundongos controles, além de menor infiltrado
pulmonar nos pulmdes.® A funcdo renal destes camundongos transgénicos

durante a sepse néo foi avaliada.

E descrita a redugéo da atividade da eNOS durante a sepse.® ** 4

No nosso estudo encontramos queda importante na expressao de eNOS no
grupo LPC, enquanto o grupo de animais sépticos que receberam EPO
(LPC+EPO) apresentou protecdo quanto a reducdo da expressao de eNOS
durante a sepse, apresentando expressdo de eNOS semelhante ao grupo

controle.

O efeito protetor da EPO em outros tecidos através do aumento da
expressdo e atividade da eNOS ja € conhecido. Em camundongos
submetidos a isquemia/ reperfusdo miocardica a EPO reduziu a apoptose
miocardica e o tamanho do infarto em animais selvagens e a reducéo da
apoptose foi associada a um aumento significativo da expressao de eNOS
nos miocitos. Neste mesmo estudo camundongos knock-out para eNOS

aprasentaram efeitos protetores da EPO bastante reduzidos.®® A EPO é
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capaz de mobilizar células tronco hematopoiéticas e estas ceélulas
apresentam efeitos positivos sobre a angiogénese e recuperacéo vascular.
Mas a mobilizacdo destas células é criticamente dependente da ativacao de
eNOS pela EPO.?® Em um modelo de vasoespasmo cerebral induzido por
hemorragia subaracnoidea a EPO foi capaz de proteger do vasoespasmo

através do aumento da expresséo de eNOS.%

No presente estudo houve aumento significativo dos niveis de lactato
arterial entre os animais sépticos (grupo LPC) quando comparados com o
grupo controle. O pré-tratamento com EPO no grupo LPC+EPO previniu o
aumento o lactato arterial na sepse. A EPO também corrigiu os niveis de

bicarbonato e o déficit de bases na sepse.

Em um coorte de 830 pacientes adultos internados no pronto-socorro
com sepse grave, 0 nivel sérico de lactato inicial foi associado com a
mortalidade, independentemente da presenca de disfuncdo organica ou
choque. E a presenga de dosagens de lactato arterial com valores altos
(maior que 4 mmol/l) ou intermediarios (entre 2 e 3,9 mmol/l) foram variaveis

independentes de mortalidade.*

A hiperlactatemia, embora esteja frequentemente associada a
instabilidade hemodindmica, pode ocorrer em condi¢des hemodinamicas
estaveis e, nestes casos, considera-se que seja decorrente de hipoperfuséao
tecidual oculta. ®* No nosso estudo o lactato arterial no grupo LPC aumentou
em cerca de 4 vezes o valor do grupo controle embora a média da PAM do

grupo LPC 24 horas apés inducéo da sepse tenha sido maior que 70 mmHg.
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Durante a sepse, a relacdo entre a oferta e o consumo de oxigénio €&
alterada, o que sugere um defeito de perfusdo da microcirculacdo.®
Alteracbes na oxigenacdo e no fluxo sanguineo microvascular tém sido
demonstradas em diversos modelos experimentais de sepse.” As
alteracbes da microperfusdo tém sido relacionadas com a faléncia de
multiplos 6rgdos e sistemas que ocorre na sepse. Durante a sepse, a
microperfusdo é comprometida devido a diversos fatores, como alteracdes
na reologia das hemaceas, a presenca de neutréfilos ativados sobre o
endotélio com ativacdo das moléculas de adesdo e aumento da
agregabilidade, a ativacdo da casacata de coagulacdo e deposicao de fibrina
com formacdo de microtrombos, e a disfuncdo de mecanismos de
autoregulacao vascular. Estes processos resultam em diséxia tecidual com

oferta microvascular inadequada de oxigénio.*

Em um estudo onde foi realizada ligadura e puncédo do ceco em
camundongos (sem expansdo volémica ou antibioticoterapia) a EPO,
quando administrada na dose de 400 Ul/Kg, via subcutanea, 18 horas apés
inducdo da sepse, ndao apresentou efeitos sobre a PAM ou sobre os niveis
séricos de lactato arterial, porém promoveu aumento imediato na perfuséo

de capilares sanguineos no muculo esquelético dos animais.*?

Acreditamos que a normalizagdo dos niveis de lactato arterial
observada no grupo LPC+EPO possa estar relacionada, em parte, com
provavel protecdo vascular relacionada a EPO, através do aumento da

expressdo da enzima NO sintase endotelial (eNOS).
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No presente estudo encontramos, ainda, acdes anti-inflamatorias da
EPO, como a reducéo da area intersticial relativa, a redu¢cdo do nimero de
macrofagos e mondcitos no compartimento tubulo-intersticial e a inibicdo da

atividade do NF- kB.

A atividade do NF- kB encontra-se bastante aumentada em cada
orgao estudado, tanto em animais, em modelos experiemtais de sepse,
quanto em humanos com sepse e choque séptico.?’” O NF- kB media a
transcricdo de um enorme numero de genes cujos produtos apresentam
importantes papéis na fisiopatologia da sepse.?’ A dosagem da atividade do
NF- kB em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com
sepse severa € capaz de predizer mortalidade, e quanto maior a atividade do

NF- kB, maior mortalidade e pior evolug&o clinica.*

A inibicdo da ativacdo do NF- kB, em modelos experimentais de
sepse, reduz a expressao de genes pro-inflamatoérios, melhora a hipotenséo
arterial relacionada a sepse, previne a disfuncdo miocardica, a coagulacao
intravascular disseminada, diminui a permeabilidade microvascular, diminui a
infiltrac&o de neutrofilos nos tecidos, além de prevenir a faléncia de multiplos

6rgéos e sistemas na sepse e aumentar a sobrevida.?’

De acordo com o0s nossos achados, diversos autores também tém
demonstrado os efeitos benéficos da inibicdo do NF- kB sobre a injuria renal
e mortalidade na sepse. Em estudo recente, em que foi utilizado modelo de
LPC muito semelhante ao nosso, com antibidético e expansado volémica,

camundongos sépticos tratados com o metil-2- acetoamidoacrilato (M2AA),
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um analogo do etil-piruvato, apresentaram inibicdo da atividade do NF- kB
(avaliado 24 horas apo6s inducdo da sepse) com concomitante aumento da
sobrevida e melhora da funcéo renal e hepatica. Os efeitos benéficos da
M2AA foram obtidos quando a droga foi administrada no momento da

cirurgia (LPC) ou até 6 horas ap6s inducado da sepse.®

Outro estudo recente, que também utilizou o0 modelo LPC (no entanto
sem antibiético ou expansdo volémica), também demonstrou o efeito
benéfico da inibicdo do NF-kB na sepse. Neste estudo, a co-administracéo
de dois inibidores do NF-kB (pirrolidina ditiocarbamato, PDTC, administrado
2 horas antes da LPC e siRNA contra NF- kB p50 administrado 48 horas
antes da inducao da sepse) protegeu os animais contra a IRA relacionada a
sepse e contra a hipotenséo relacionada a sepse. Os autores demonstraram,
também, que ocorre diminuicdo da expressao das aquaporinas (AQPSs) e dos
receptores V2 da vasopressina durante a sepse, € que o pré-tratamento com
os inibidores do NF- kB protegeram os animais sépticos da diminuicdo da
expressdo destas proteinas.®® Em outro estudo, em que foi utilizado modelo
de endotoxemia (LPS), a inibicdo da Rho quinase com seu inibidor HA-1077
levou a protecao da IRA na sepse com reducao na infiltracdo de macrofagos

e mondcitos e inibicdo da atividade do NF- kB no tecido renal.’’

Os efeitos anti-inflamatorios da EPO ja foram descritos em diversos
modelos animais.®® Por exemplo, em estudo experimental com
isquemia/reperfusdo miocardica, a administracao da EPO 24 horas antes do
insulto, na dose de 5.000 UI/Kg, reduziu o tamanho do infarto miocardico e a

infiltracdo de neutrdfilos, reduziu os niveis de TNF- a e IL — 6, aumentou IL -
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10 e inibiu a ativacdo do NF - kB no ventriculo esquerdo.”® Em modelo
animal de dor neuropética, o pré-tratamento com EPO, nas doses de 3.000
Ul/Kg ou de 4.000 Ul/Kg, administradas 24 horas antes da transecc¢éo de L5,
resultou em diminuicdo da expressdo cerebral de TNF- a e IL- 6 decorrente

da inibicéo da atividade do NF- kB no tecido cerebral.®®

Recentemente, em modelo animal de endotoxemia, foi observado que
a administracdo de EPO, na dose de 3.000 Ul/Kg, 30 minutos antes da
infusdo do LPS, atenua a inflamacdo pulmonar e a lesdo pulmonar aguda
induzidas pela endotoxemia, suprime o aumento da producdo de TNF- a na

sepse, e inibe a ativacdo do NF- kB no tecido pulmonar.*®

Este estudo é o primeiro a documentar os efeitos benéficos da EPO
sobre a IRA induzida pela sepse através de mecanismos anti-inflamatorios.
Futuros estudos sé@o necessarios para investigar os mecanismos pelos quais

a EPO inibe a ativacdo do NF- kB.

No contexto da sepse, além de inibir a ativacdo do NF- kB, a EPO
aumenta a expressao da eNOS e deve possuir um efeito protetor sobre o
endotélio. A EPO previne a piora hemodindmica na sepse e previne o
aumento dos valores de lactato arterial; protege da IRA relacionada a sepse

€ aumenta a sobrevida.
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Nossos dados confirmam os estudos ja existentes quanto a
participacdo do NF- kB e atividade inflamatéria na IRA induzida pela sepse.

Confirmam também a diminuicdo da expressédo da eNOS durante a sepse.

A EPO é capaz de proteger a funcao renal neste modelo clinicamente
relevante de IRA relacionada a sepse. A EPO confere renoprotecao 24 horas
apos inducdo da sepse e sua acao renoprotetora se mantém por até 48

horas ap6s inducéo da sepse.

O pré-tratamento com EPO neste modelo aumenta a sobrevida dos

animais sépticos com IRA relacionada a sepse.

A inibicdo do NF- kB, junto com a diminuicdo da area intersticial
relativa e com a diminuicdo da expressdao de células ED1 positivas no
compartimento tubulo-intersticial sugerem uma acédo anti-inflamatéria da

EPO.

A EPO é capaz de aumentar a expressao da eNOS durante a sepse.

Este estudo é o primeiro a demonstrar efeitos protetores da EPO na
mortalidade e na IRA induzida pela sepse através de propriedades anti-

inflamatorias e aumento da expresséo de eNOS.
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