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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Efeitos Neuroinflamatdrios do Uso de Medicagdes Anestésicas e Sedativas na
Sepse

2. RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Débora Alves Caldeira dos Santos Amorim

A sepse constitui importante problema de saude publica. A incidéncia de
sepse grave vem aumentando nas unidades de Terapia Intensiva, estando
associada a alta morbimortalidade. Muitos pacientes evoluem para protese
ventilatoria, precisando de drogas sedativas e analgésicas (como o midazolam e a
morfina). Os sobreviventes podem apresentar disfungbes cognitivas e
comportamentais tardias. Estes déficits podem se dar tanto pelas alteracdes
inflamatorias encontradas na sepse, como também por efeitos imunolégicos e
neurolégicos de medicacfes utilizadas. Tentamos mimetizar este cenario clinico,
usando o modelo experimental de Ligadura do Ceco e Perfuracédo (CLP de 2 furos e
4 furos) em camundongos suicos anestesiados com isoflurano inalatério. Apdés 5 h
da cirurgia, eles receberam tratamento com salina 0,5 ml, midazolam 40 mg/kg ou
morfina 80 mg/kg IP. Avaliamos escores de sedacao, sinais clinicos de sepse,
sobrevida (7-15 dias) e parametros neuro-inflamatérios 24 h apoés o CLP.
Encontramos melhora dos indices de sobrevida nos grupos tratados com morfina,
sobretudo no modelo de CLP de 4 furos (p<0,05). Observamos melhora dos escores
clinicos de 24 h nos animais tratados com morfina e submetidos ao CLP de 4 furos
(p<0,05). Houve tendéncia de diminuicdo das citocinas inflamatorias IL-1(3, IL-6 e de
MCP-1 no lavado peritoneal, medidas por ELISA, nos grupos CLP 2 furos tratados
com midazolam e morfina. Esta reducdo também foi verificada no coértex cerebral
retirado pos perfusdo. A reducao de IL-6 foi significativa nos 2 grupos CLP tratados e
de MCP-1, no grupo CLP tratado com midazolam (p<0,05). Esses resultados foram
acompanhados pelo aumento da proteina pés-sinaptica PSD95, no hipocampo dos
animais dos grupos CLP tratados. Tais efeitos poderiam indicar um beneficio
antiinflamatério no uso de midazolam e da morfina, nas fases iniciais de sepse.
Apesar dos indicios de melhorias neuroinflamatérias, ainda sdo necessarios mais

estudos para relacionarmos estas alteracGes a possiveis repercussoes clinicas.
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3. ABSTRACT

Sepsis is a main problem in Public Health. The incidence of severe sepsis is
rising and is associated with high morbimortality indices. Many patients will need any
kind of ventilatory assistance, sedative and analgesic drugs (e.g. midazolam and
morphine). Survivals may present late cognitive and neurocomportamental
dysfunctions. Sepsis inflammatory alterations, as well as neurologic and
immunomodulatory effects mediated by these drugs may cause the deficits. We tried
to simulate this clinical setting using the animal model of Cecal Ligature and
Puncture (CLP), with 2 and 4 perforations. Swiss mice were submitted to inalatory
anesthesia with isoflurane for the surgery. After 5 h, they received saline 0,5 ml,
midazolam 40 mg/kg or morphine 80 mg/kg IP. We quantified sedation score, sepsis
score, survival (7-15 days) and inflammatory parameters in 24 h after CLP. We found
better survival taxes in the CLP group treated with morphine, especially in CLP with 4
perforations (p<0,05). There were also better sepsis clinical scores 24 h and 48 h
after CLP with 4 perforations, treated with morphine (p<0,05). The inflammatory
cytokines IL-1B, IL-6 and MCP-1 were lower in peritoneal lavage of CLP with 2
perforations treated with morphine and midazolam, measured by ELISA. This
reduction was also found in cerebral cortex, dissected after perfusion. IL-6 reduction
in cortex was important in both treated groups (CLP+Morphine and CLP+Midazolam)
and MCP-1 reduction in CLP+Midazolam group (p<0,05). Postsynaptic protein
PSD95 was augmented in hippocampal of CLP treated group. The results may point
to anti-inflammatory benefits in using midazolam and morphine in initial phases of
sepsis. Nevertheless, more studies are necessary to relate the potential

neuroinflammatory benefits of these drugs with clinical repercussions.
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4.0) Introducéo

4.1) Definicao de Sepse

A sepse € uma resposta sistémica deletéria do hospedeiro a uma infec¢édo, levando a um
quadro clinico descrito como Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS).

Sua definicdo sofreu algumas modificacdes ao longo do tempo. Em 1991, o colégio
americano “American College of Chest Physicians” ¢ a sociedade “Society of Critical Care
Medicine” realizaram uma conferéncia, onde propuseram definicdes para Sindrome da
Resposta Inflamatoria Sistémica, sepse, sepse severa e choque séptico. O diagndstico de SIRS
baseava-se na presenca de pelo menos 2 dos 4 critérios relacionados: alteracdo de temperatura
corporal (> 38°C ou < 36°C), taquicardia (frequéncia cardiaca > 90 batimentos/minuto),
hiperventilacdo (frequéncia respiratéria > 20 incursées/minuto ou pressao parcial de CO2 no
sangue arterial < 32mmHg), contagem de leucécitos no sangue alterada (> 12.000 céls/pl ou
< 4.000 céls/ul). Sepse foi definida como SIRS associada a infecgdo presumida ou comprovada.
Sepse grave, como sepse acompanhada de disfuncdo organica. Choque séptico, por sua vez,
definido por sepse com hipotensdo, refrataria a reposicao volémica (Bone e cols., 1992).

No entanto, tal definicdo de sepse apresentava algumas limitacGes. Os critérios de SIRS e
sepse nao eram especificos, confundiam-se. Além disso, ndo eram consideradas outras
alteracdes laboratoriais presentes na sepse, como 0os marcadores bioguimicos proteina C reativa
(PCR), pro-calcitonina, Interleucina-6 (IL-6), por vezes elevados na sepse.

Por isso, em 2001, foi realizado outro consenso/conferéncia pelas sociedades “Society of
Critical Care Medicine”, “European Society of Intensive Care Medicine”, “American College
of Chest Physicians”, “American Thoracic Society” e “Surgical Infection Society”, que acabou
por modificar a definicdo de sepse. O novo critério diagndstico passou a basear-se em
parametros clinicos e laboratoriais. Incluia a presenca de infeccdo e pelo menos um dos critérios

listados na tabela 4.1 abaixo (Mayr e cols., 2014).



Termo Critério

Sepse Infeccdo suposta ou documentada com algum dos critérios

clinicos ou laboratoriais abaixo

Parametros gerais Febre, hipotermia, taquicardia, taquipnéia, alteracdo do
estado mental, hipotensdo, diminuicdo do débito urinério,
edema periférico significativo, balanco hidrico positivo

Parametros inflamatérios Leucocitose, leucopenia, hiperglicemia, aumento da
proteina C-reativa (PCR), procalcitonina, creatinina,
anormalidades da coagulagdo, aumento do débito cardiaco,

reducdo da saturagdo venosa mista de oxigénio

Parametros hemodindmicos Hipotensao, elevacdo da saturacéo venosa mista de oxigénio,

aumento do débito cardiaco

Disfuncéo Orgénica Hipoxemia arterial, oligdria aguda, aumento da creatinina,
do INR (“International normalized index”), ou tempo de
tromboplastina parcial ativada, trombocitopenia, ileo,

hiperbilerrubinemia

Parametros de perfuséo tissular Hiperlactatemia, diminuicdo da perfusdo capilar

Tabela 4.1 — Critérios de sepse (Mayr e cols., 2014).

N&o houve mudanca no conceito de sepse grave, definida como sepse associada a disfuncéo
organica. Apesar de haver varios critérios para definir disfuncéo de 6rgaos, foi recomendado o
uso do escore da Disfuncdo de 6rgédos associada a sepse (SOFA — “Sepsis-related organ failure”)
(Vincent e cols, 1996). Também foi proposta uma defini¢cdo mais explicita para choque séptico:
hipotensdo persistente, com pressao arterial sistélica < 90 mmHg ou pressdo arterial média
< 70 mmHg, mesmo apds adequada ressuscitacdo com fluidos.

Alguns estudos epidemioldgicos de cunho administrativo usam definicGes de sepse
baseadas no codigo internacional de doencas (ICD-9CM), o que pode subdiagnosticar a
patologia. O diagndstico associado de sepse com o sitio de infeccdo e disfuncdo organica,
parece ser mais fidedigno (Mayr e cols., 2014).

A sepse grave ¢ a principal causa de morte nos Estados Unidos (EUA) e a principal causa
de morte entre pacientes criticos, em unidades intensivas ndo coronarianas. O sitio de infeccao
relacionado a maiores taxas de mortalidade parece ser o pulmonar (pneumonia). Houve
aumento da incidéncia de sepse por microorganismos gram-positivos em comparagdo a gram-
negativos (Mayr e cols., 2014).

Estudos recentes sugerem que doencas agudas piorem doencas cronicas pré-existentes ou
resultem em novas doengas cronicas, levando a piores desfechos clinicos nos sobreviventes.
Verifica-se maior suscetibilidade em pacientes idosos, do sexo masculino, negros, com doencas

crénicas (Mayr e cols., 2014).



4.2) Epidemiologia da Sepse

A sepse grave e 0 choque séptico constituem serios problemas de saude publica, afetam
milhGes de pessoas por ano no mundo, sdo responsaveis pela morte de 1 em cada 4 pessoas
atingidas (Schorr e Dellinger, 2014).

Estima-se que a incidéncia aumente com a idade, bem como com o aumento da prevaléncia
do virus da imunodeficiéncia adquirida. Nos Estados Unidos, o0s gastos publicos chegam a
atingir U$16,7 bilhdes (Schorr e Dellinger, 2014).

As taxas de incidéncia de sepse grave dependem, na verdade, do momento em que se faz o
diagnéstico da disfuncdo organica e se a disfuncao € atribuida a uma infeccéo subjacente.

Nos EUA, a sepse grave € responsavel por 2% das admissdes hospitalares, sendo metade
destes pacientes tratados em unidades de terapia intensiva (0 que corresponde a 10% das
internacOes nestes setores). O numero de casos por ano, nos EUA, excede os 750.000 e parece
estar em ascensdo. Em outros paises desenvolvidos, a incidéncia de sepse em unidades
intensivas é bastante similar (Schorr e Dellinger, 2014).

Dentre os estudos epidemioldgicos retrospectivos, destaca-se o de Angus e colaboradores.
Eles analisaram, em 1995, nos EUA, 6.621.559 internacdes hospitalares e identificaram
192.980 casos de sepse grave. Eles estimaram 751.00 casos/ano, sendo que cerca de 51,1%
receberam cuidados intensivos. A mortalidade hospitalar foi de 28,6% e a mortalidade na
terapia intensiva de 34,1% (Angus e cols., 2001). Outro estudo retrospectivo importante (Martin
e cols., 2003) analisou 750 milhGes de internacdes hospitalares nos EUA, entre 1979 e 2000,
identificando 10.319.418 casos de sepse, com importante incremento da incidéncia de sepse.

Um dos primeiros grandes estudos prospectivos observacionais realizados foi o de Rangel-
Frausto e cols., em 1995. Ele acompanhou cerca de 3708 pacientes admitidos em hospital
universitario durante 9 meses, selecionando aqueles que preenchiam critérios de SIRS (os quais
foram seguidos por 28 dias). Destes, 17% desenvolveram sepse, 13% sepse grave e 13% choque
séptico. A mortalidade aumentou progressivamente de SIRS, sepse, sepse grave a choque
séptico: 7%, 16%, 20% e 46%, respectivamente. Os estagios de SIRS, sepse e choque séptico
representam um continuo hierdrquico de intensidade da resposta inflamatoria sistémica
(Japiassu, 2009).

Estudos em paises em desenvolvimento mostraram alto grau de disfuncéo orgénica e alta
mortalidade de pacientes com sepse grave. Ainda sdo poucos os dados referentes a
epidemiologia da sepse no Brasil. Destacam-se os estudos PROGRESS (“Promoting Global

Research Excellence in Severe Sepsis”), BASES Study (“Brazilian Sepsis Epidemiological



Study”), SEPSE Brasil e 0 COSTS (““A multicentre, prospective study to evaluate costs of septic
patients in brazilian intensive care units”).

O BASES (Silva e cols., 2004), estudo multicéntrico em unidades publicas e privadas, em
Sdo Paulo e Santa Catarina, identificou densidade de incidéncia de sepse de 57,9 por 1000
pacientes-dia. A taxa de letalidade de pacientes com SIRS (Sindrome da Resposta Inflamatoria
Sistémica), independente da causa, foi de 24,2%; de pacientes com sepse foi de 33,9%); sepse
grave de 46,9% e choque séptico 52,2%.

O SEPSE Brasil (Sales Junior JAL e cols., 2006) e o COSTS (Sogayar e cols., 2008)
apontam taxas de letalidade similares. O SEPSE Brasil, realizado em unidades intensivas de
todas as regides brasileiras (Sales Junior e cols., 2006) apresentou incidéncia de sepse de 16,7%.
Ocorreu sepse em 19,6% dos pacientes, sepse grave em 29,6% e choque séptico em 50,8%.
Houve diferencas regionais. Pacientes da regido Sudeste eram mais idosos e tiveram menor
mortalidade que outros das regides Sul, Nordeste, Centro-Oeste e Norte. A mortalidade global
foi de 46,6%, aumentando gradativamente de 16,7% para pacientes com sepse até 65,3% para
choque séptico.

O estudo multicéntrico PROGRESS (Beale e cols., 2009), por sua vez, revelou taxas de
letalidade alarmantes. Os pacientes brasileiros ficaram internados no hospital por mais tempo
(média de 33 dias contra 28 dias do global) e apresentaram maior taxa de mortalidade hospitalar
(67,4% no Brasil versus 49% de média geral).

A morbidade da sepse é igualmente substancial. Ela responde por 2 a 11% das internacGes
hospitalares ou em unidades de terapia intensiva americanas. Alguns sobreviventes parecem ter
complicacdes tardias, tais como disfungdes respiratorias, renais, hepaticas ou neuroldgicas
(Guirgis e cols., 2014).

A disfuncéo cerebral aguda, por si s, é uma causa independente de morbimortalidade no
paciente séptico. Ela parece ser um fator determinante para o desenvolvimento de distlrbios
cognitivos nos sobreviventes. Estudos clinicos demonstraram que cerca de 60% dos
sobreviventes de sepse podem apresentar deficits cognitivos permanentes e perda de memdria.
A encefalopatia associada a sepse e suas consequéncias a longo prazo na fungéo cognitiva ainda
sdo pouco compreendidas. O uso de modelos pre-clinicos vem facilitando a elucidagdo dos
principais mecanismos, como disfungdo vascular e mitocondrial, distarbios de
neurotransmissao, inflamacéo e morte celular (Hernandes e cols., 2014).

Tendo como estimulo a importancia deste tema, muitos esforgos tém sido empregados para
o desenvolvimento de terapias potenciais, para a melhor compreensao da inflamagé&o sistémica,
da faléncia de maultiplos 6rgdos, para o desenvolvimento de biomarcadores de resposta

terapéutica e progndstica.



4.3) Fisiopatologia da Sepse

A sepse é uma sindrome caracterizada por um conjunto de manifestacGes graves que
tem como causa uma infecgdo. O seu desenvolvimento depende das relacdes estabelecidas entre
0 microorganismo causador da infeccéo e seu hospedeiro. A inflamacao sistémica associada a
sepse envolve a ativagdo dos sistemas imune e neuro-enddcrino. A sepse desencadeia tanto uma
producdo excessiva de mediadores pro-inflamatorios (incluindo citocinas, radicais de oxigénio
e mediadores lipidicos), quanto de hormonios relacionados ao estresse oriundos do eixo
hipotalamo-hipofise-supra-renal (Vanhorebeek e van den Berghe, 2006).

A interagdo entre microorganismo e hospedeiro se inicia pelo reconhecimento de
substancias do agente etioldgico, como os chamados padrGes moleculares relacionados aos
patdgenos (PMRP) identificados pelos receptores de reconhecimento de padrdo (RRP)
expressos pelas células do sistema imune inato (Flohé e cols., 2006). Um exemplo é o
reconhecimento das endotoxinas de bactérias gram-negativas, formadas principalmente por
lipopolissacarideos (LPS), por receptores CD14 e TLR4 (representante da familia “Toll like”)
existentes na superficie de mondcitos, macréfagos, células dendriticas e neutrofilos
(Medzhitov, 2001).

Outras moléculas da familia “Toll like” também estdo implicadas neste primeiro
contato com o sistema imune. TLR3 parece estar relacionado a identificacdo de RNA (acido
ribonucléico) de dupla hélice; TLR5 na identificacdo de flagelina; TLR9 a sequéncias do DNA
(&cido desoxirribonucléico) bacteriano; TLR2 relacionada a infeccdes por bactérias gram-
positivas (Flohé e cols., 2006).

Apoés esta fase de reconhecimento, sucedem-se os eventos de ativagdo celular e
producdo de citocinas, culminando com a Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS).

Mediante a ligacdo de PMRP aos receptores “Toll like”, sdo acionadas diferentes vias
celulares de sinalizacdo, que incluem a participacdo de proteinas intracelulares NOD
(“Nucleotid-binding oligomerization domain”) ¢ MyD88 (“Myeloid differentiation protein
88”). A interacdo de MyD88 com a enzima IRAK (quinase associada ao receptor de
interleucina-1) leva a desinibicdo do fator de transcri¢do nuclear NF-xB (fator nuclear kappa
b), responsavel pela ativacdo de genes para transcri¢cdo de inimeras citocinas participantes da
SIRS, independentemente de haver ou ndo infeccdo. Essa interacao leva a formacao de quinases
capazes de desconectar a proteina IxB (inibidor de NF«kB) ligada ao fator de transcri¢do nuclear
NF«B (Cohen, 2002).

Tal sequéncia, que culmina com a liberacdo de NF-«xB, determina a producao e secre¢ao

de inumeras citocinas pro-inflamatdrias, como interleucinas (IL) 1, 2, 6, 8 e 12; TNF (Fator de
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Necrose Tumoral) a e . Alguns pacientes evoluem precocemente para Obito, em decorréncia
da intensa reacéo inflamatoria sistémica. Em contrapartida, citocinas anti-inflamatérias também
sédo produzidas, como as interleucinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-11 e IL-13, sobretudo pelos
sobreviventes. 1sso possibilita o desenvolvimento de anergia e alentecimento das respostas aos
agentes etiologicos, contexto chamado de sindrome da resposta anti-inflamatdria
compensatéria (CARS) (Hotchkiss e Karl, 2003).

IL-1 e TNFo induzem a sintese de citocinas, como IL-6 e IL-8 (Lobo e Lobo, 2007). O
TNFa parece ter um efeito protetor durante a fase de imunossupressao associada a sepse
(Echtenacher e cols., 2003). Ja IL-6 esta associado a gravidade da sepse, quando seus niveis

estdo aumentados em cerca de 60-100% (Gogos e cols., 2000).

Outra citocina inflamatoria importante na sepse € o Fator inibidor da migracdo de
macrofagos (MIF), que regula a expressdo de TLR-4 e a producdo de TNF por macréfagos
estimulados por LPS (Roger e cols., 2001). Sdo quimiocinas inflamatorias produzidas na sepse
IL-8/KC (recruta neutrofilos), MCP-1/CCL2 e MIP1a. (atraem mondcitos, linfocitos, baséfilos,
eosindfilos e células “Natural Killer”’- NK) (Vermont e cols., 2006). Em animais sépticos,
MCP-1/CCL2 estéa relacionado com a diminuicdo dos niveis de mediadores pré-inflamatorios,
como KC e IL-6 (24h apds o procedimento de Ligadura do ceco e perfuracdo - CLP) e de MIF
(6-24h apds o CLP). Por outro lado, verifica-se aumento dos niveis de IL-10 (24h pds CLP)
(Gomes e cols., 2006b; Cunha MGAT, 2010).

E complexa a regulagdo deste equilibrio pré e antiinflamatorio, onde se destaca a
atuacdo de monacitos e macrofagos, como ativadores da resposta imune adaptativa. Macrofagos
residentes nos tecidos reconhecem microorganismos patdgenos e secretam quimiocinas capazes
de recrutar fagdcitos para o local da infecgdo. Neutrofilos sdo uma das primeiras células
inicialmente atraidas. Assim, durante as fases iniciais da sepse, observa-se um aumento da
migracao de neutrofilos e outros polimorfonucleares para o local infeccioso (Fialkow e cols.,
2006). Ao fagocitarem células necréticas ou bactérias, os macréfagos induzem os linfécitos a
assumirem um fenétipo Thl, o que leva a liberagdo de substancias pro-inflamatérias como
interferon alfa (IFN-a), interferon delta (IFN-6) e IL-2. Se fagocitarem celulas apoptoticas,
ativam o fendtipo fagocitario Th2, que leva a producdo de IL-4 e I1L-10 (Hotchkiss e cols.,
2001).

A interagdo entre macrdfagos, linfocitos T ativados e B levou a novos niveis de
regulacdo. O papel Th1l na imunidade celular em infeccGes intracelulares e da interleucina 4
(Th2), na infecgdo extracelular, fez surgir um conceito analogo: o dos macréfagos M1 e M2.



Os macréfagos estdo associados a uma variedade de receptores para fator de
crescimento, citocinas produzidas por linfécitos T helper, células B e produtos de
microorganismos. Eles podem adquirir 2 fenotipos: classico M1 ou alternativo M2. Os
macrofagos ativados M1 sdo induzidos por INFx ¢ TNFa. Sdo potentes indutores e
potencializadores da resposta Thl. Ja as citocinas de carater imunossupressor, como IL-4, IL-
10, IL-13, induzem uma forma alternativa de macrofagos, M2, que polarizam o repertério Th2
(Martinez e Gordon, 2014).

O TNF-a também tem um papel relevante na sepse por estimular leucocitos e células
endoteliais a liberarem outras citocinas, expressar moléculas de adesdo na superficie celular e
aumentar o “turnover” do acido aracdonico. Além disso, a interagdo TNF-a e IL-1 propicia o
desenvolvimento de um estado pro-coagulante, inibindo a trombomodulina, e provocando uma
série de alteragdes hemodinamicas (aumento da permeabilidade vascular, diminuicdo da
resisténcia vascular periférica, inotropismo negativo, etc) (Curi e Homem de Bittencourt Junior,
2007).

Disturbios vasculares podem ocorrer pela ativacdo da cascata do complemento, via
endotoxinas, liberando Caza e Csa, 0s quais induzem vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular, agregacdo plaquetéria, ativacdo de neutrofilos. As endotoxinas também sdo capazes
de promover liberacdo de calicreina, cininogénio, bradicinina (pela ativacdo do fator XII de
Hageman). A ativacdo do fator XII pode acionar a via intrinseca da coagulacgdo, resultando em

coagulacdo intravascular disseminada (CID) (Lépez-Aguirre e Paramo, 1999).

4.4) Modelos Experimentais de Sepse

Foram propostos varios modelos experimentais animais de sepse. Os modelos variam em
termos de complexidade e capacidade de translacdo para a pratica clinica. S&o exemplos a
administracdo exogena (intravenosa, intraperitoneal, intratraqueal) de toxinas ou bactérias
vivas; modelos de sepse abdominal (Dyson e Singer, 2009).

Os modelos de toxemia sdo mais faceis de serem reproduzidos e apresentam maior
homogeneidade dentre os modelos in vivo. No entanto, eles ndo sdo capazes de reproduzir a
complexidade da sepse humana (Buras e cols., 2005). A injecdo de endotoxinas em animais
causa um aumento transitorio de citocinas pro-inflamatérias, como TNFa, IL-1 e IL-6. Em
contrapartida, em humanos, a resposta do hospedeiro desencadeada por bactérias vivas leva a

um aumento de citocinas sustentado por periodo mais prolongado e de menor magnitude



(Remick e Ward, 2005). O modelo de administracéo de bactérias vivas, por sua vez, pode falhar
na replicacéo e colonizacédo das bactérias (Buras e cols., 2005).

Os modelos de sepse abdominal sdo mais promissores, se aproximando mais do cenério
clinico. Como desvantagem, porém, sdo dificeis de serem reproduzidos.

Dentre os modelos de sepse abdominal podemos citar a injecdo intraperitoneal de fezes;
peritonite causada por stent em cdlon ascendente; o procedimento de ligadura do ceco e
perfuracdo (CLP), considerado o padrdo ouro para modelos animais de sepse. O nimero de
puncdes do ceco e o tamanho da agulha produzem variados graus de gravidade (Wichterman e
cols., 1980). Esta técnica induz a uma resposta inflamatdria, imune, hemodinamica e
bioguimica similar a sepse humana, porém tem a desvantagem de requerer a realizacdo de uma
cirurgia. No modelo de CLP, 0 aumento das citocinas parece ser mais lento e consistente (Dyson
e Singer, 2009).

O modelo de CLP foi desenvolvido em 1980 por Wichterman e cols. Consiste na exposi¢éo
do ceco, seguida de ligadura e perfuracdo abaixo da valvula ileo-cecal, com extravasamento de
fezes para a cavidade abdominal. Seus efeitos sdo semelhantes aos de uma apendicite supurada.
De acordo com o tamanho e o numero de perfuracdes, os animais evoluem para diferentes perfis
de morbimortalidade e pode-se classificar o CLP como letal ou sub-letal (conforme descrito por

Benjamin e cols., em 2000).

4.5) Uso de Medicacgdes Anestésicas e Sedativas em Modelos Animais

Os animais que serdo submetidos a modelos cirdrgicos de sepse precisam ser
adequadamente anestesiados durante o procedimento. Frequentemente, camundongos sdo
anestesiados via injecdes subcutaneas ou intraperitoneais de hipnoticos, analgésicos ou
relaxantes musculares. Apesar de pratico e custo efetivo, este método tem desvantagens. Uma
vez que a dose inicial da droga tenha sido administrada, o curso e a profundidade do plano
anestésico ndo podem ser tdo bem controlados. Existe uma consideravel variabilidade nas doses
requeridas de acordo com a idade, o sexo do animal, o ritmo circadiano, levando a um
estreitamento da margem de seguranga. Além disso, muitos dos protocolos de injecBes
anestésicas levam a periodos prolongados de recuperacdo, associados a hipotermia e
comprometimento de funcGes fisiologicas. Estes problemas podem ser minimizados com a
administracdo de anestesia inalatoria, uma vez que o periodo de recuperagdo anestésica é mais
curto e ha possibilidade do ajuste de dose conforme a necessidade individual de cada animal.
Em termos de sobrevida, a anestesia inalatoria parece ser mais segura. No entanto, efeitos

negativos sobre o sistema cardiovascular e depressdo ventilatéria sdo efeitos colaterais
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possiveis, relacionados também aos anestésicos volateis. Isoflurano e sevoflurano sdo os 2
anestésicos inalatérios mais usados nas anestesias gerais humanas e veterinarias (Cesarovic e
cols., 2012).

Opioides e benzodiazepinicos, comumente utilizados em pacientes, séo menos usados em
modelos experimentais com pequenos animais e tém sido associados a eventos

imunosupressivos, capazes de interferir no desfecho clinico (Barr e cols., 2013).

4.6) Uso de Medicacgdes Sedativas e Analgésicas em Pacientes Sépticos

Muitos dos pacientes sépticos evoluem com distarbios ventilatdrios, sindrome do
desconforto respiratério agudo, necessitando de internacbes em centros de terapia intensiva
(CTI) e suporte ventilatorio.

Os pacientes criticos, em unidades intensivas, sdo suscetiveis a episédios de dor durante a
internacdo, identificados como fontes de estresse. A dor pode ser relacionada a cirurgias,
gueimaduras, canceres, traumas ou associada a determinados procedimentos. As consequéncias
fisicas e psicoldgicas da dor podem se prolongar. Estudos em pacientes ainda hospitalizados,
que receberam alta de unidades intensivas, mostraram que cerca de 82% lembravam-se de terem
sentido dor ou desconforto associado a intubagdo orotraqueal, por exemplo. Esses pacientes
tém maior incidéncia de dor crénica, sindrome do estresse pds traumatico e menores indices de
qualidade de vida (21%) (Barr e cols., 2013). Dessa forma, a dor deve ser continuamente
monitorizada. Preconiza-se que ela seja tratada como 5° sinal vital.

Opidides, como o fentanil, a morfina, a metadona, o remifentanil, sdo considerados
medicac¢des de 12 linha no manejo da dor de pacientes criticos. Eles atuam ativando receptores
opiodides p, k, & periféricos e centrais. A escolha do opidide e do seu regime de dose depende
de varios fatores, dentre eles a farmacocinética e a farmacodinamica de cada droga. A tabela
abaixo (tabela 4.2) compara diferencas farmacoldgicas de diferentes opiodides usados na pratica
clinica.

Outros tipos de analgésicos, como anestésicos locais, antinflamatérios ndo esteroidais,
anticonvulsivantes, podem ser usados como adjuvantes, reduzindo o consumo de opidides. No
entanto, a efetividade e a seguranca do seu uso isolado em pacientes criticos ainda nao foram

adequadamente estudadas (Barr e cols., 2013).



Dose Dose Inicio de | Meia-vida Meia- Metabolismo
Opidides equianalgésica | equianalgésica | acdo de vida
(mg) IV (mg) VO eliminagao | contexto-
sensitiva
0,1 NA 1-2 min 2-4 h 200 min | N-dealquilagéo
Fentanil (6 h de
infuséo)
Hidromorfina | 1,5 7,5 5-15min | 2-3h NA Glicuronidagao
Morfina 10 30 5-10 min | 3-4h NA Glicuronidagéo
Metadona NA NA 1-3d 15-60 h NA N-demetilagao
NA NA 1-3min | 3-10 min 3-4 min | Hiddlise  por
Remifentanil esterase
plasmética
Metabdlitos ativos | Dose intermitente Taxas de infus@o | Outras informacdes
Opioides
Néo 0,35-0,5 pa/kg/lV | 0,7-10 pg/kg/h Actmulo com
Fentanil cada0,5-1h disfuncéo hepética
Né&o 0,2-0,6 mg IV cada2h | 0,5-3 mg/h Acumulo com
Hidromorfina disfuncdo hepatica
e renal
6 e 3-glicuronideo | 2-4 mg IV cada 2 h 2-30 mg/h Aclimulo com
Morfina disfuncdo hepatica
e renal
Derivado n- | IV/VO: 10-40 mg cada | N&o Farmacocinética
Metadona demetilado 6-12 h recomendado ndo previsivel
Né&o NA 1,5 pg/kg IV Ndo se acumula
Remifentanil com disfuncéo

hepatica e renal

Tabela 4.2 — Farmacologia dos opioides: Fentanil, Hidromorfina, Morfina, Metadona e

Remifentanil. Comparacdes entre dose equipotente, inicio de acdo, meia-vida de eliminacéo, meia-vida

contexto-sensitiva, vias metabolicas, metabdlitos ativos, dose intermitente, taxas de infusdo e efeitos

colaterais (Barr e cols., 2013). NA: ndo se aplica

Além da dor, agitacdo e ansiedade ocorrem frequentemente em pacientes internados em

unidades intensivas, sendo necessario, por vezes, 0 uso de sedativos. Antes da sua

administracdo, porem, devem ser excluidas causas subjacentes, como a propria dor, delirium,

hipoxemia, hipoglicemia, hipotenséo, abstinéncia.
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Os sedativos podem ser titulados com o intuito de produzirem uma sedacao leve (paciente
responsivo a comandos) a profunda (n&o responsivo ao estimulo doloroso). Multiplos estudos
demostraram consequéncias negativas da sedacdo profunda e prolongada versus beneficios da
sedacdo leve. O uso de escalas de sedacdo, protocolos para minimizar o consumo de sedativos,
0 uso de medicag6es ndo benzodiazepinicas parece estar associado a melhores desfechos, menor
tempo de ventilagdo mecénica, menores incidéncias de delirium e de disfungéo cognitiva tardia
(Barr e cols., 2013; Quilez e cols., 2012).

Segundo o “guideline” de 2013 da “Critical Care” sobre manejo de dor, agitagdo e delirium
em CTI, sugere-se 0 uso da escala subjetiva de sedacdo de Richmond (RASS) e/ou a escala de
agitacdo-sedacdo (SAS) para avaliacdo da profundidade de sedacgdo. Prefere-se estratégias de
sedacdo usando-se medica¢des ndo benzodiazepinicas (como propofol ou dexmedetomidina), a
fim de se atingir melhores desfechos clinicos em pacientes sob ventilacdo mecanica (nivel de
evidéncia +2B). A sedacdo com benzodiazepinicos esta associada a maior tempo de internacéo
em unidades fechadas e tempo de ventilagdo mecénica, quando comparada a sedagdo com
propofol (Hall e cols., 2001; Fong e cols., 2007) ou dexmedetomidina (Ricker e cols., 2009).

Delirium é uma sindrome caracterizada por inicio agudo de disfuncdo cerebral com
flutuacbes do status mental, do nivel de consciéncia, falta de atencdo e pensamento
desordenado. E um preditor negativo independente de desfechos clinicos em pacientes
internados em unidades intensivas, levando a aumento da mortalidade, do tempo de internacéo
hospitalar, de custos e dano cognitivo tardio. As préaticas de CT1 afetam a incidéncia de delirium
(Girard e cols., 2010).

Ainda segundo o “guideline” de 2013 da “Critical Care”, permanece conflitante a relagao
entre 0 desenvolvimento de delirium e o uso de opidides em adultos internados em UTI
(unidade de terapia intensiva). Benzodiazepinicos podem ser fatores de risco para que esses
pacientes desenvolvam delirium (nivel de recomendacdo B). Ainda séo insuficientes os dados
para se relacionar o uso de propofol ao delirium. A dexmedetomidina, quando comparada aos
benzodiazepinicos, parece estar associada a menor prevaléncia de delirium em pacientes
acoplados a protese ventilatoria (nivel de evidéncia B).

No entanto, apesar da aparente vantagem do uso de propofol e dexmedetomidina neste
perfil de doentes, os benzodiazepinicos continuam importantes no manejo da agitagéo,
ansiedade, convulséo, abstinéncia ao alcool ou a benzodiazepinicos. Também sdo importantes
quando é necessario aprofundamento da sedagdo, amnésia ou quando associados a outras

classes de medicagOes para reducédo de doses.
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Historicamente, benzodiazepinicos (midazolam, lorazepam, etc) e propofol foram mais
usados para sedar pacientes em unidades de terapia intensiva. Alguns “guidelines” recomendam
0 uso de midazolam para sedacGes curtas; lorazepam para tempo mais prolongado e propofol
quando se deseja despertares intermitentes (Barr e cols., 2013).

Ainda assim, propofol e midazolam continuam sendo as drogas dominantes para uso em
sedacdo de pacientes criticos (Arnold e cols., 2010). A dexmedetomidina, aprovada para uso
nos Estados Unidos em 2002, tem sido mais frequentemente usada. A tabela 4.3 abaixo compara

diferencas farmacologicas entre estes sedativos.

Inicio de | Meia-vida de | Metabdlitos Dose de infuséo (IV) | Dose de | Efeitos adversos
Agentes acao eliminagéo ativos Manuteng¢éo
()
2-5min 3-11h Sim 0,01-0,05 mg/kg 0,02-0,1 Depresséao
Midazolam mg/kg/h ventilatoria/Hi-
potensdo
15-20 8-15h Nao 0,02-0,04 mg/kg 0,02-0,06 mg/kg | Idem,
Lorazepam min cada 2-6 h nefrotoxicidade
2-5min 20-120 h Sim 5-10 mg 0,03-0,1 mg/kg | ldem, flebite
Diazepam cada 0,5-6 h
1-2 min Uso curto | Néo 5 pg/kg/min em 5 | 550 pg/kg/min Dor a injegéo,
prazo: 3-12 h min Hipotensdo,
Propofol pancreatite,
Sindrome do
Propofol
5-10min | 1,8-3,1h Né&o 1 pg/kg em 10 min 0,2-0,7 pg/kg/h Bradicardia,
Dexmedetomidina Hipotensdo

Tabela 4.3 — Farmacologia das medicacgdes sedativas. (Barr e cols., 2013)

Benzodiazepinicos ativam os receptores inibitorios de acido gama aminobutirico (GABA)
cerebrais. Tém efeitos ansiolitico, sedativo, de amnésia e anticonvulsivante. Porém nao
apresentam atividade analgésica. Por isso, muitas vezes sdo associados a opidides (Barr e cols.,
2013).

Os benzodiazepinicos sofrem metabolizacdo hepética. O despertar de pacientes sedados
com benzodiazepinicos pode ser retardado por disfungdo hepética, idade avancada e
insuficiéncia renal (Barr e cols., 2001).

Propofol € um sedativo intravenoso que se liga a multiplos receptores do Sistema Nervoso
Central (SNC), como GABA,, glicina, receptores nicotinicos e muscarinicos, interrompendo a
transmissdo nervosa. Ele apresenta efeitos sedativos, hipnéticos, ansiolitico, antiemético, faz

amnésia e tem propriedades anticonvulsivantes (Barr e Donner, 1995). Em unidades de terapia
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intensiva, a propriedade de amnésia do propofol, em baixas doses de sedacéo, parece ser inferior
a dos benzodiazepinicos (WeinBroum e cols., 1997).

O propofol ¢ altamente lipossoluvel e atravessa rapidamente a barreira hemato-encefélica,
resultando em répido inicio de acdo. Devido a sua lipossolubilidade, rapidamente se redistribui
para tecidos periféricos. A rapida redistribuicdo, combinada ao alto clearance hepatico e extra-
hepético, acarreta em despertar rapido apds curtos periodos de administracdo. Devido a curta
duracdo de seu efeito sedativo, é uma droga Util para pacientes que requerem despertares
frequentes ou avaliacbes do status neuroldgico (Tanios e cols.,, 2009). No entanto, a
administracdo de propofol por longos periodos pode levar a saturacdo de tecidos periféricos e
a sindrome da infusdo do propofol, caracterizada por faléncia ou arritimias cardiacas,
insuficiéncia renal, acidose metabdlica, hipertrigliceridemia e rabdomidlise (Barr e cols., 2013).

A dexmedetomidina ¢ um agonista seletivo dos receptores o2, que apresenta
propriedades sedativas, simpatolitica, analgésica, diminui consumo de opidide, porém sem
aparente  propriedade  anticonvulsivante. Suas  propriedades sedativas  diferem
consideravelmente dos demais agentes citados acima. Os pacientes sedados com esta droga
interagem mais, sdo mais facilmente despertaveis e apresentam minima depressao respiratoria.

A dexmedetomidina é rapidamente redistribuida em tecidos periféricos e metabolizada
pelo figado. Apesar de ser aprovada nos EUA para sedacfes curtas, em pacientes de CTI
(< 24 h), na dose maxima de 0,7 pg/kg/h, muitos estudos demonstram eficacia e seguranca
guando administrada em doses maiores (até 1,5 pg/kg/h), por periodo maior de 24 h (até 28
dias) (Shehabi e cols., 2010).

Seus principais efeitos colaterais sdo hipotenséo e bradicardia. Como néo afeta de forma
significativa o drive respiratorio, € um dos poucos sedativos aprovados nos EUA para sedar
pacientes que ndo estdo entubados em unidades intensivas.

As propriedades analgésicas da dexmedetomidina permanecem controversas. Apesar da
localizagdo de receptores o2 nas regides dorsal da medula e supra-espinhal, foram
documentados efeitos analgésicos ndo espinhais, relacionados a dexmedetomidina (Barr e cols.,
2013).

Conforme mencionado anteriormente, foi proposta a menor prevaléncia de delirium em
pacientes sedados com dexmedetomidina, em comparagdo ao midazolam (Barr e cols., 2013).

Todas estas medicagdes apresentam importantes efeitos sobre o sistema imune, a
maioria delas parece diminuir a imunidade inata, com excec¢ao dos o2 agonistas. Os opioides
estdo relacionados também a imunidade adaptativa, conforme abordaremos a seguir. Esse
aspecto € relevante, sobretudo em pacientes infectados e internados em unidades intensivas.

Sabendo-se ainda da importante conexao entre o sistema imune e nervoso central, via neural e
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via humoral (Konsman e cols., 2002), existe a possibilidade do uso destas medicacdes em

pacientes sépticos interferir com o desfecho neuroldgico.

4.7) Conexdes entre o Sistema Imune e o Sistema Nervoso Central

Diante de uma infeccdo, o sistema imune periférico é capaz de conectar-se com o
Sistema Nervoso Central via neural e humoral (Konsman e cols., 2002). Neutrofilos e
macrofagos, ativados pelo contato com o microorganismo invasor, secretam citocinas pro-
inflamatdrias, como IL1B, TNF o e IL-6 (McCusker e Kelley, 2013). Estas citocinas podem
atingir o Sistema Nervoso Central via vagal e estimular receptores especificos (como, por
exemplo, o receptor para IL1B) (Ek e cols., 1998). A via humoral, por sua vez, pode estimular
regides cerebrais que nao apresentam barreira hemato-encefalica (Konsman e cols., 2002). A
informacdo transmitida estimula o cérebro a produzir o mesmo padrdo de citocinas pro-
inflamatorias que a periferia (Dantzer, 2004). Dentre as citocinas pro-inflamatérias, IL1p ¢é
considerada um dos principais reguladores da resposta sistémica a infeccdo; uma vez que induz
componentes da fase aguda, provocando febre, ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal,
alteracdes de comportamento, depressdo. Os componentes associados a mudancas de
comportamento parecem néo ser induzidos pela IL-6 (Lenczowski e cols., 1999).

Dessa forma, diante de uma infec¢do, apds o reconhecimento do patdgeno, sinais precisam
atingir o cérebro para que haja mudancas de comportamento. Existem 2 principais rotas: a via
neural e a via humoral. A ligacdo de receptores de reconhecimento padrdo (PRR) é capaz de
ativar a via aferente vagal que envia sinais, via trato solitario ao hipotdlamo e amigdala. As
citocinas periféricas estimulam o cérebro a produzir o mesmo padréo de citocinas da periferia
pela barreira hemato-encefalica. A figura 4.1, abaixo, representa estas 2 vias de sinalizacao
(McCusker e Kelley, 2013).
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Figura 4.1 - Ativacdo neural e humoral do cérebro pela periferia. Via neural: a via aferente vagal
projeta-se sobre o nicleo do trato solitario (NTS), nlcleo parabraquial (PB) e medula ventrolateral
(VLM) antes de prosseguir para o nicleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), nlcleo supradptico do
hipotdlamo (SON), amigdala central (CEA) e estria terminal (BNST); projetando-se para a area
periaquedutal cinzenta (PAG). / Via humoral: Citocinas e PAMPs (PadrGes Moleculares Associados a
Patogenos) da periferia atingem o cérebro. Ocorre transporte ativo pela Barreira hemato-encefalica
(BBB), difusédo de volume ou contato direto com células do parénquima cerebral via plexo coroide (CP)
e orgdos circoventriculares (ME- eminéncia mediana, OVLT — organum vasculosum da laminae

terminalis, AP- area postrema, SFO — 6rgédo suprafornical) (McCusker e Kelley, 2013).

A expressdao das citocinas pro-inflamatérias no cérebro é regulada por varios
intermediadores moleculares, como antagonistas do receptor de IL-1, a citocina anti-
inflamatéria IL-10, fator de crescimento insulina similel (IGF-1), horménios como
glicocorticéides, vasopressina e alfa-melanotropina (Dantzer. 2004).

Células da glia (micréglia e astrécitos) sdo consideradas as principais fontes de citocinas
no cérebro, responsaveis pela mediacdo da resposta imune e inflamatdria cerebrais (Amor e
cols., 2010).

Ketamina, midazolam, propofol, isoflurano, pentobarbital parecem inibir a ativacdo de
microglia induzida por lipopolissacarideos (LPS), regulando a produgao de IL1p pelas células
da micréglia; além de afetarem a resposta ao estresse, via eixo hipotalamo- hipofise- adrenal
(Tanaka e cols., 2013).
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4.8) Impacto de Drogas Anestésicas e Sedativas sobre o Sistema Imune

Por muitos anos, pesquisadores vem se preocupando com o impacto de drogas anestésicas,
analgesicas e sedativas sobre o sistema imune humano. O interesse surgiu a partir de
observacdes clinicas de aumento de infec¢bes pos cirdrgicas, depressdo de medula 6ssea apos
exposicdo prolongada a anestésicos e pela associagdo entre sistema imune e controle do cancer
(Stevenson e cols., 1990). Multiplos estudos in vivo e in vitro foram realizados.

A primeira vista, poderia-se pensar que estudos in vivo seriam mais relevantes, por
representarem eventos reais do sistema imune humano. No entanto, existem sérios problemas
metodoldgicos nos testes, nesta area. Uma das principais dificuldades consiste em separar 0s
efeitos de multiplos fatores intra-operatorios, que interferem no sistema imune, dos efeitos
diretos dos agentes anestésicos por si sO. As alteracdes imunes podem ter associacdo com o
trauma cirdrgico e a resposta enddcrino metabolica ao trauma (Hogan e cols., 2011). Existem
poucos estudos de exposicao prolongada a anestésicos, na auséncia de cirurgias. Neste sentido,
0 acompanhamento de pacientes sedados com drogas anestésicas em unidades intensivas,
apesar de ndo excluir a interferéncia das comorbidades, mostra-se util.

Os estudos in vitro também ndo sdo isentos de criticas. E questionavel a relevancia e
aplicacdo dos testes in vitro para resultados de eventos clinicos in vivo (Dyson e Singer, 2009).
Existem dificuldades de purificacdo e cultura de células imunes humanas retiradas de sangue
periférico; além disso, essas células podem ter uma limitada correlacdo com eventos efetores
do sistema imune.

4.8.a) Anestésicos Inalatorios

Anestésicos volateis (como desflurano, isoflurano, sevoflurano) foram identificados como
possiveis modificadores da resposta inflamatoria a injdria tecidual. Porém, ainda néo foi bem
explorado o beneficio da aplicacdo de anestésicos volateis em modelos experimentais de sepse
in vivo. Estudos anteriores foram tradicionalmente focados na injuria de isquemia e reperfusao.
Em 2013, Herrmann e cols., mostraram associa¢do entre administracdo de sevoflurano e
desflurano, imediatamente apos a inducdo do modelo de ligadura do ceco e perfuragdo, ou de
sevoflurano 24 h apds a ligadura do ceco e perfuragdo com reducao da mortalidade (Herrmann
e cols., 2013).

Existe também relacionamento entre anestésicos volateis com neuroapoptose e
neuroinflamacdo. Alguns estudos em cobaias demostram aumento da neuroapoptose apés
exposicao a uma variedade de anestésicos, podendo, inclusive, haver comprometimento tardio
da funcéo neuroldgica (Loepke e Soriano, 2008). A neuroapoptose (ou programacédo de morte

celular) é capaz de eliminar cerca de 50-70% dos neurbnios em desenvolvimento,
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desempenhando um papel importante na formacao do cérebro normal. Esse processo estabelece
a estrutura e funcdo do sistema nervoso central, remove células apds insultos patoldgicos (como
hipoxia e isquemia) e € capaz de eliminar neurénios ap6s exposi¢do a anestésicos, em animais
imaturos. A caspase 3 (elemento central da cascata de enzimas proteoliticas apoptoéticas) ja foi
identificada em varias regides cerebrais, apds 6 h de exposicdo anestésica ao Isoflurano. Da
mesma forma, a exposi¢do de camundongos neonatos a doses equipotentes de Desflurano ou
Sevoflurano demonstrou perfis semelhantes de neurotoxicidade (Istaphanous e cols., 2011).

Outras drogas usadas em anestesia, além dos anestésicos inalatdrios, vem sendo associados
a neurodegeneracao. Ketamina e Midazolam (administrados isoladamente ou em combinagéo)
causam um aumento das taxas de neuroapoptose dose-dependente, com incremento dos niveis
de caspase-3 ativada (Young e cols., 2005).

4.8.b) Benzodiazepinicos

O midazolam exerce suas acdes via receptores centrais e periféricos (Zavala e cols., 1992).
A expressdo de receptores periféricos na superficie de macrdfagos parece interferir com as
fungdes pro-inflamatorias e antibacterianas dos macrofagos, via blogueio de produgdo de
anions superéxidos e citocinas inflamatorias IL-1, TNF e IL-6 (Taupin, e cols., 1991). Tanto o
midazolam, quanto o propofol, modulam o transporte e secrecao também de 1L-8 (Lisowska e
cols., 2013). Estudos in vitro mostram que a ativacao de leucécitos com lipopolissacarideos, na
presenca de propofol e midazolam por 20 h, diminui a liberagdo extracelular de 1L-8, podendo
aumentar o risco de infec¢des no pds-operatorio (Galley e cols., 1998).

Além das citocinas, o 6xido nitrico é outro mediador pro-inflamatério importante em varias
doencas. No choque séptico, a producao excessiva de éxido nitrico parece estar envolvida com
lesdo tissular (Chang e cols., 2002). Estudos mostram que a ciclooxigenase 2 (COX-2) e a
enzima 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) (ambas induzidas em macréfagos por estimulos
pré-inflamatorios) apresentam um papel importante tanto na inflamacgéo, como na tumorigénese
(Hla e cols., 1993). O midazolam parece exercer atividades anti-inflamatoria também pela
inibicdo de INOS e COX-2, possivelmente por suprimir NF-kB em macrofagos ativados por
LPS (Kim e cols., 2006).

Midazolam interfere ainda com células dendriticas, inibindo sua funcao de apresentacao de
antigenos e ativacao dos linfocitos T (Ronquilly, 2011).

Wei e cols., mostraram, em 2010, em estudo in vitro, por citometria de fluxo, efeito de
supressao do diazepam sobre a producgdo de IFNx pelas células T CD4+ e CD8+ e sugeriram
que o efeito de supressdo da funcdo dos linfocitos T fosse via receptores periféricos de

benzodiazepinicos.
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O midazolam parece inibir a funcdo de maturacdo das células dendriticas murinas
(importantes para inducgéo e regulacdo da resposta imune adaptativa), bem como interfere com
a inducdo da imunidade de células T helper por células dendriticas (Ohta e cols., 2011).

A resposta inflamatéria em queimados pode sofrer influéncia da administracdo de
midazolam. Camundongos queimados tratados com midazolam in vivo mostraram menores
niveis séricos de IL-1B, TNFa, IL-6, IL-10. Na analise da ferida (queimadura), TNFa estava
diminuida e IL-10 aumentada. Na analise das quimiocinas da ferida, dosagens de MCP-1 e KC
ndo foram influenciadas (Babcock e cols., 2012).

O uso in vivo de midazolam foi associado a diminuicdo de IL-1pB, IL-6 ¢ TNFa e aumento
da concentragdo serica de 1L-8, em pacientes criticos (Helmy e Al-Attiyah, 2001).

Dessa forma, os benzodiazepinicos parecem exercer efeitos de inibicdo da resposta imune
inata e adaptativa, 0 que poderia levar a um aumento de mortalidade em alguns modelos
experimentais de infeccdo. Grande parte destes efeitos se da pela presenca de receptor periférico
de benzodiazepinicos em células do sistema imune.

4.8.c) Propofol

Apesar dos efeitos de sedativos sobre o sistema imune serem mais investigados com
neutrofilos e macrofagos, alguns sedativos parecem modular as fungdes de linfécitos T
associadas ao antigeno 1 (LFA-1). LFA-1 é uma molécula de ades&o que regula a funcdo imune
de linfécitos. Inclusive, a producdo de IL-2 pode ser reduzida, caso esta molécula ndo se ligue
ao seu ligante, a molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1). Estudos sugerem que o propofol
iniba a ligacdo de LFA-1 a ICAM-1, suprimindo a proliferacao de linfocitos T e a producéo de
IL-2. No entanto, nem a dexmedetomidina nem o midazolam parecem compartilhar estes efeitos
imunologicos (Yuki e cols., 2011).

A incubacdo in vitro de neutrofilos do sangue e do periténio de ratos submetidos ao modelo
de CLP com propofol e midazolam mostrou depressdo da producdo de H20-, sobretudo pelos
neutrofilos incubados com propofol (Inada e cols., 2001).

Propofol também parece suprimir a funcdo de macrdfagos, possivelmente por inibir o
potencial de membrana da mitocéndria e a sintese de adenosina trifosfato (Chen e cols., 2003).

Wheeler e cols., em 2011, associaram o comprometimento da funcéo imune a ativacéo de
receptores gabaergicos (GABAz) em mondcitos.

Midazolam e propofol sdo drogas amplamente utilizadas para sedacdo de pacientes, por
periodos mais prolongados, em unidades de terapia intensiva. Ambos parecem inibir a resposta
imune in vitro. Por isso, quando usados por longos periodos em pacientes, existe a preocupagdo
quanto a relevancia clinica in vivo destas alteragcdes imunologicas. Quatro horas de infusao de

propofol, em modelos de coelho, ha aumento da colonizacdo de pulmdes e baco por E. coli,
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talvez pelo veiculo lipidico carreador (Kelbel e cols., 1999; Kelbel e Weiss, 2001). Quarenta e
oito horas de infusdo continua de propofol provocou aumento de IL-1B, IL-6, TNFa em
pacientes criticos; enquanto que o midazolam levou & diminui¢cdo. Ambos diminuiram a
concentracdo sérica de 1L-8. Propofol diminuiu mais a concentracdo de IL-2 e aumentou 0s
niveis de IFNy (Helmy e Al-Attiyah, 2001).

Portanto, dados in vivo e in vitro sugerem efeitos antiinflamatdrios do propofol, afetando
sobretudo a imunidade inata.
4.8.d) Opioides

Quanto aos opidides, muito utilizados para analgesia em anestesia e terapia intensiva,
foram descritos efeitos mUtuos sobre o sistema imune, tanto estimulatérios, quanto inibitorios.
Eles exercem seus efeitos via receptores (u, k, 8), periféricos e centrais, presentes em células
nervosas (como as células da glia) e do sistema imune, ou via sistema nervoso autonémico e
central. (Lisowska e cols., 2013).

Os opioides regulam a resposta inata e adaptativa, interferindo com a sintese de citocinas
(Finley e cols., 2008), imunoglobulinas, linfocitos ‘“Natural Killer” (células exterminadoras
naturais) e a fagocitose (Roy e cols., 2011). Existe a possibilidade de diferentes subtipos de
receptores opidides serem responsaveis por regulacdes anti ou pro-inflamatdrias. Sugere-se que
receptores opidides kappa (k) induzam respostas antinflamatérias através da modulagdo da
sintese de citocinas, quimiocinas e da expressdo de receptores de quimiocinas. Enquanto a
ativacdo dos receptores mi (u) favoreceria a resposta pro-inflamatoria (Finley e cols., 2008).

O tratamento crénico com morfina influencia o balanco da resposta imune Th1/Th2. A
morfina induz producdo de TGFP (“Transforming Growth Factor beta”), que leva a aumento
das interleucinas IL-4 e IL-5 e diminuigdo de IL-2 e IFNy em células estimuladas in vitro (Roy
e cols., 2001). Existe também correlacdo entre o tratamento a longo prazo com morfina, que
pode levar a tolerancia analgésica, requerendo maiores doses do opidide, e a diminuicdo de
citocinas (IL-8, IL-12 e MIP-1a) (Makimura e cols., 2011).

Mojadadi e cols., em 2009, demonstraram, em modelo animal, reducdo da imunidade
celular, via inibicdo da atividade citolitica de linfécitos T, e reativacdo do virus latente Herpes
tipo 1 em camundongos, apos administracdo aguda de morfina.

Os opioides tém efeitos pro-inflamatorios em células da glia, com liberagdo de IL-1p, IL-
6 ¢ TNFa; independente da frequéncia e tempo de administragdo. A morfina parece estimular a
liberacdo de reservas de citocinas, mas ndo a sintese. Algumas destas citocinas (como a IL-1)
podem interferir com o potencial analgésico da morfina e facilitar a tolerancia (Lisowska e
cols., 2013).
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Existem evidéncias do envolvimento de receptores “Toll-like” (TLR4 e TLR2) nos efeitos
imunomodulatérios da morfina. As respostas de tolerancia, hiperalgesia e depresséo ventilatdria
estdo relacionadas a atividade de receptores TLR4 das células gliais (Hutchinson e cols., 2010).
O estimulo de TLR2 (importante na identificacdo de infeccdes por bactérias gram positivas)
leva a sintese de TNF e IL-6, via sinalizacdo por NF-kB. A morfina parece inibir a producéo de
TNF e IL-6 (Bonnet e cols., 2008). Ela regula, portanto, as vias de sinalizag&o celular de
macrdfagos estimulados por TLR2 e TLR4, durante os estagios iniciais de reconhecimento de
patdgenos, através da inibicao de receptores ou da via NF-kB (Franchi ¢ cols., 2012).

Dessa forma, os efeitos anti-inflamatorios da morfina parecem ser mediados por diferentes
vias de sinalizagao.

Sabendo-se da importéncia da imunidade no controle do céncer, o British Journal of
Cancer publicou revisao recente (Boland e cols., 2014) com o objetivo de avaliar os efeitos do
uso de opiodides em pacientes com cancer. No entanto, apesar das evidéncias pré-clinicas, ainda
faltam dados, na populac¢éo clinica com cancer, para recomendacGes serem definidas.

Um dos principais metabdlitos da morfina, a morfina 3-glicuronideo, causa aumento da dor
por estimular receptores TLR4 e liberacdo de IL-1 pelas células da glia. Tal efeito ndo foi
observado com morfina 6-glicuronideo (Lewis e cols., 2010).

Outro opidide, como o remifentanil, causa diminuicdo da relagdo IFN«/IL-10, o que pode
indicar um equilibrio Th1/Th2. ConcentracGes de IL-6, IL-10, IL-2 e TNF ndo parecem se
modificar significativamente com remifentanil, nem com fentanil (von Dossow e cols., 2008).

Portanto, as evidéncias in vitro indicam o efeito imunossupressor da administracdo aguda
e cronica de opitides, na auséncia de dor. Ainda faltam estudos dos efeitos dos opidides em
organismos doentes ou com dor.

4.8.e) Dexmedetomidina

Ao contrario das demais drogas citadas, os alfa 2 agonistas parecem aumentar a
imunidade inata e ndo interferir na imunidade adaptativa, apresentando perfil menos
imunodepressor. Além disso, estdo associados a menor incidéncia de piora nos desfechos
neuroldgicos.

O estimulo alfa 2 aumenta a ativagdo de macrofagos, levando a resisténcia ao
crescimento de Mycobacterium avium, possivelmente pelo aumento da producdo de
perdxinitrito (Weatherby e cols., 2003).

Em modelos in vivo, observamos diminui¢do das taxas de mortalidade e dos efeitos
inflamatorios (TNF e IL-6), em ratos estimulados pela administragdo venosa da endotoxina
E. coli e logo apds tratados com dexmedetomidina (Taniguchi e cols., 2004). Também

observamos, em modelo murino de ligadura do ceco e perfuracdo, aumento da sobrevida em
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animais tratados preemptivamente com clonidina ou dexmedetomidina. Isso parece acontecer
pela conexd com o sistema muscarinico e inibigdo do tdnus simpéatico, bem como pela
modulacdo da producdo de mediadores inflamatorios (IL-1B, IL-6 ¢ TNFa) pelos alfa 2
agonistas (Hofer e cols., 2009). Em 2009, Quiao e cols.,verificaram melhora da mortalidade em
ratos submetidos ao CLP e sedados com midazolam ou dexmedetomidina e postularam o
beneficio da dexmedetomidina em relacdo ao benzodiazepinico, pelo fato de o alfa 2 agonista
reduzir mais a producéo de IL-6 no sangue e a apoptose celular.

Dessa forma, tendo por base a importante correlacdo entre os sistemas nervoso central e
imune e a diversidade de efeitos provocados pelas drogas anestésicas sobre o sistema imune,
pretendemos estudar os efeitos do midazolam e da morfina em um modelo experimental de
sepse que se aproxime do cenario clinico. Escolnemos o modelo de ligadura do ceco e
perfuracdo por se aproximar ao quadro de peritonite fecal na apendicite supurada, sendo
considerado padrdo-ouro dentre os modelos murinos de sepse abdominal (Wichterman e cols.,
1980; Dyson e Singer, 2009).
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5.0) Objetivos

5.1) Objetivo Geral

- Reproduzir um modelo experimental de sepse em animais, que se aproximasse do que ocorre
no cenario humano, com o intuito de testar efeitos do uso de midazolam e morfina para sedar
pacientes sépticos. Para isso, realizamos o modelo de ligadura do ceco e perfuracdo (CLP),

seguido da administracdo intraperitoneal de midazolam ou morfina.

5.2) Objetivos Especificos

- Comparar perfis de morbimortalidade entre 0s grupos, através da taxa de mortalidade, curva

de sobrevida, escores clinicos de sepse e anélise bioquimica;
- Comparar padrGes de resposta inflamatoria precoce (24 h) entre os grupos, a partir da
celularidade total e diferencial, Unidades Formadoras de Coldnia (CFU) e das dosagens de

citocinas inflamatérias no lavado peritoneal e no plasma;

- Comparar perfis de resposta inflamatéria precoce no Sistema Nervoso Central, pela dosagem

de citocinas inflamatdrias cerebrais, ativacdo de micrdglia e deteccdo de PSD95.
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6.0) Materiais e Métodos

6.1) Animais

Foram utilizados cerca de 383 camundongos sui¢os adultos, machos, pesando 20- 25 g,
provenientes da Fundagdo Oswaldo Cruz. Todos foram adequadamente vermifugados e
mantidos em condic¢des controladas de temperatura, umidade e luminosidade (com ciclos de
12 h de claro/escuro), no Biotério do Pavilhdo Ozério de Almeida. Foram ofertados agua e
racao, sem restrices dietéticas, ad libitum, exceto durante os protocolos experimentais. Houve
aprovacio prévia pelo Comité de Etica para pesquisa em animais (CEUA FIOCRUZ:
LW 36/10).

6.2) Ligadura e Perfuracédo do Ceco (CLP)

Os camundongos receberam anestesia geral inalatéria com isoflurano (Cristélia ®)
administrado por meio de vaporizador calibrado, na dosagem de 1.0 concentracdo alveolar
minima (CAM). Realizou-se incisdo da parede abdominal cuidadosa, exposi¢cdo do ceco e
identificacdo da valvula ileo-cecal. O ceco foi ligado abaixo da valvula ileo-cecal, tendo sido
realizadas 2 perfuragdes (uma ao lado da outra) com agulha de calibre 18 gauge (G) (“agulha
rosa”), seguidas de ligeira compressdo para extravasamento de fezes na cavidade peritoneal
(grupo CLP de 2 furos) ou 4 perfuragdes com o mesmo calibre de agulha, seguidas de ligeira
compressdo (CLP de 4 furos); ap6s as quais o ceco foi reintroduzido na cavidade abdominal.
Em seguida, procedemos o fechamento por planos (aponeurose e pele separadamente) com fio
de sutura mononylon nimero 3,0. A figura abaixo (figura6.1), retirada de estudo feito por
Rittirsch D e cols., 2009, representa as etapas de realizacdo deste modelo (abertura,

identificacdo do ceco, ligadura, puncdo com agulha “verde” calibre 21 gauge e fechamento).

Figura 6.1 — Etapas do CLP (Rittirsch D e cols., 2009).
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Os animais chamados de “Sham” ou falso operados (controles) sdo submetidos ao
mesmo procedimento cirdrgico, porém apenas com a exposi¢do e reintroducdo do ceco para a
cavidade abdominal (sem ligadura e perfuracdo). Todos receberam, ao final do procedimento,
reposicdo volémica com 1 ml de salina estéril (soro fisiologico 0,9%) via subcutanea.

Os animais submetidos ao CLP de 2 furos receberam antibioticoterapia com meropenem
10 mg/kg via intraperitoneal diluido em volume de 0,5 ml de salina estéril por animal, nos
intervalos de 6 h, 24 h e 48 h, quando eram também avaliados os escores clinicos de sepse
(imediatamente antes da administracdo das doses de antibiético). Aqueles submetidos ao CLP
de 4 furos receberam meropenem 30 mg/kg intraperitoneal, diluido em 0,5 ml de salina, nos
mesmos intervalos, sendo avaliados pelos mesmos escores clinicos. Os animais Sham
receberam 0,5 ml de salina esteril via intraperitoneal nos mesmos intervalos, quando eram

igualmente avaliados seus escores.

6.3) Tratamento com Midazolam ou Morfina

Apbs a realizacdo da cirurgia, os animais (Sham e CLP) foram randomizados para
receber, 5 h ap0s, dose Unica de midazolam (solucdo injetavel na concentracdo de 5 mg/ml da
Cristalia ®) de 40 mg/kg via intraperitoneal diluido em volume total de 0,5 ml de salina estéril
ou dose Unica de morfina (solucdo injetavel, concentracdo de 10 mg/ml, Cristalia ®) 80 mg/kg
via intraperitoneal diluida em volume total de 0,5 ml de salina estéril ou apenas 0,5 ml de salina

estéril via intraperitoneal (controle negativo das drogas anestésicas/sedativas).

6.4) Avaliagcdo da Morbimortalidade

Uma hora ap6s a administracdo das drogas, foi avaliado o escore de sedacdo dos
animais.

O grau de sedacéo foi avaliado de acordo com a escala de Boast et al (Boast e cols.,
1988) adaptada por Inada T e cols.,, 2004. Conforme esta escala, os animais receberam
graduagdes de 0 quando estavam normais até 3 na auséncia de “righting reflex” (>10 segundos),
vide tabela abaixo. Este reflexo é observado ao colocarmos o animal de “barriga para cima” e
cronometrarmos o tempo que leva para reassumir sua postura normal sobre 4 patas. Faz-se,

normalmente, a triplicata dos valores de cada animal.
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Escore Caracteristicas

0 Animal deambula e tem reflexo postural “Righting reflex”
normais

1 Andar cambaleante, reflexo postural com laténcia < 2
segundos

2 Laténcia do reflexo entre 2-10 segundos

3 Auséncia do reflexo, “Righting reflex” > 10 segundos

Tabela 6.1 — Escore de sedacao.

O escore clinico, adaptado a partir do escore publicado por Aradjo CV e cols., em 2012,
foi colhido apds 24 h e 48 h do procedimento cirargico. Era composto por 11 itens, onde a

presenca ou auséncia de cada um deles pontuava 1 ou 0, conforme tabela abaixo.

Itens Presenca (1) ou Auséncia (0)

Piloerecéo

Lacrimag&o ou Fechamento palpebral

Abdomen contraido

Frequéncia Respiratdria alterada

Capacidade de explorar o ambiente alterada

Perda da alerta ao escape

Alteracoes locomotoras

Alteracdes de fezes

Alteracdo de temperatura corporal

Diminuic&o da forga ao agarrar

Turgor comprometido

SOMA

Tabela 6.2 — Escore clinico de sepse.

Os animais com escore 0 eram considerados sadios. Sepse leve para escore < 3, sepse
moderada escore 4-7, sepse severa escore 8-11.

A taxa de sobrevida foi acompanhada durante 15 dias. Separamos um grupo de animais
para analise dos parametros de morbimortalidade e outro para analises precoces de 24 h.
Desta forma, analisaremos um total de 6 grupos nas avaliagdes precoces (24 h) e tardias (até 15
dias): “Sham + Salina”, “Sham + Midazolam”, “Sham + Morfina”, “CLP + Salina”, “CLP +
Midazolam™, “CLP + Morfina”.
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6.5) Analises de 24 horas

Alguns animais foram sacrificados com sobredose de isoflurano via inalatéria, para
coletas de lavado peritoneal, sangue periférico, sangue central e cérebro 24 h apos o CLP de 2
furos. Para o lavado peritoneal, foram injetados 3 ml de tampao fosfato salino (PBS), diluido 1
vez, sendo colhido de volta cerca de 1,5-2 ml. O sangue central foi colhido por meio de pungéo
cardiaca (1 ml), em seringa de insulina contendo 0,1 ml de citrato 3,2% (anticoagulante).
Sangue periférico colhido da cauda do animal. O lavado peritoneal foi colhido dentro do fluxo,
para evitar contaminacao.

Foram analisados Unidades formadoras de colbnias (CFU) do lavado peritoneal,
celularidade total e diferencial do lavado peritoneal e do sangue periférico. Para realizacdo do
CFU, o lavado foi semeado em placas contendo Agar Triptona de Soja (TSA), colocadas na
estufa a 37°C, sendo contadas as unidades 24 h ap6s a incubacao.

O lavado foi centrifugado a velocidade de 1500 rpm por 10 minutos e o sangue a
4500 rpm por 5 minutos para coleta dos sobrenadantes, seguida de andlise das citocinas
inflamatdrias e da bioquimica do plasma (creatinina, aloumina, aspartato-aminotransferase e
alanina-aminotransferase).

Apos coleta de sangue e lavado, o animal foi perfundido durante 5 minutos com salina
estéril, sendo, posteriormente, retirado o cérebro, dividido em 2 hemisférios, sem bulbo do
tronco cerebral, nem cerebelo (excluidos). Um hemisfério foi armazenado em paraformaldeido
4% no freezer -80°C, para cortes histoldgicos e analise de imunohistoquimica. O outro
hemisfério, separado em cértex e hipocampo, armazenados a -20°C, em criotubos, para anlise
de mediadores inflamatdrios.

Foram dosadas as citocinas IL-6, IL1B, MCP-1 do lavado peritoneal; IL13, MCP-1, IL-
10 do sangue central e IL-6, MCP-1 do cdrtex cerebral, por meio de ELISA (“Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay”), utilizando-se 0 kit de ELISA sanduiche da R&D systems ®.

Para a dosagem das citocinas do cortex, um hemisfério foi homogeneizado e macerado,
usando-se PBS1x, inibidor de protease e fosfatase e Triton 100 a 0,1%. As amostras foram
centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos e colhido o sobrenadante. Cerca de 50 ul de cada
amostra foi pipetado nos pocos da placa de ELISA. Realizada a dosagem de cada amostra pelo
kit BCA e ajustado por mg de proteina do cortex.

Na realizacdo do método de ELISA, séo aplicados cerca de 50 pl do anticorpo de captura
da citocina estudada por poco da placa (total de 96 pocos). 24 h apds, 0s pogos sdo lavados com
solucéo de PBS tween a 0,05%, para remover 0s anticorpos nao aderentes a superficie da placa.

Este procedimento é seguido de blogueio com PBS com 2% de soro de albumina bovina por
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1 h, a fim de evitar a ocorréncia de ligacdes inespecificas. A placa é lavada com PBS tween a
0,05% trés vezes, apds o blogueio. Séo, entdo, aplicadas as amostras a serem analisadas e 0
anticorpo da citocina recombinante, diluido de forma seriada em cada poco da placa. Apos
24 h (3°dia), a placa é lavada 4 vezes com PBS tween 0,05% e, posteriormente, aliquotado o
anticorpo de deteccéo da citocina em questdo (BD pharmigen®). Apds 1 h, a placa é lavada
novamente com PBS tween 0,05% 6 vezes e aplicamos a estreptavidina conjugada a peroxidase.
Mais 30 minutos para nova lavagem e adi¢do de TMB (3,3°,5,5 -tetrametilbenzina) da Sigma
®, substrato da peroxidase. A seguir, utilizamos a solucao de parada da reacdo contendo acido
sulfurico 2 N, lida no comprimento de onda de 450 nm em leitora de microplacas. Os dados
colhidos foram analisados pelo programa Softmax Pro5.

Para analise inflamatoria do hipocampo, usamos a técnica de Western Blotting com
anticorpos para deteccdo de PSD95, que marcam bandas de 80 KDa. O hipocampo isolado de
um hemisfério cerebral foi homogeneizado com 150 pl de RIPA e centrifugado a 3000 rpm
durante 5 minutos para coleta do sobrenadante. As amostras de proteinas foram separadas em
gel de poliacrilamida por eletroforese a uma voltagem de 100 V. Foram transferidas em
membrana de PVDF (3,3’,5,5’-tetrametilbenzina) usando-se o aparelho de transferéncia
“BioRad Trans-Blot Semi-Dry” a uma voltagem de 15 mA, durante 45 minutos. Apos 2 h de
blogueio com tamp&o, a membrana era incubada com os anticorpos de interesse. Inicialmente,
adicionou-se o anticorpo primario, incubado por 1 h, lavado 5 vezes por 5 minutos com TBS/T
(solucdo tampdo Tris acrescida de tween-20). Seguido pela adi¢cdo do anticorpo secundario,
incubado por meia hora e lavado também 5 vezes por 5 minutos com TBS/T. Fizemos a analise
dos dados por intermédio do programa Image Studio, comparando a expressdo de
PSD95/Bactina.

Para realizacéo do procedimento de imunohistoquimica, os hemisférios cerebrais foram
armazenados em solucdo de paraformaldeido 4% durante 7 dias e depois em sacarose 20% em
PBS. As amostras foram congeladas e cortes histologicos de 40 pum foram obtidos em criostato.
Em seguida, as sec¢Bes foram lavadas em PBS e permaneceram em tampao de bloqueio (soro
normal de cabra 5%, albumina de soro bovino 3% em solucdo salina tamponada com fosfato
contento 0,15% de Triton X-100) por uma hora a temperatura ambiente. Os cortes foram
incubados com anticorpo primario em tampdo de bloqueio e deixados em agitacdo por 16 h.
Para marcacgéo de microglia, o anticorpo primario utilizado foi de coelho anti-ionized calcium-
binding adapter molecule 1 (Iba-1) (1:400). Apds serem lavadas em PBS, as se¢Oes foram
incubadas com anticorpo secundario de cabra Alexa 488 anti-igG de coelho (1:1000) em

tampéo de bloqueio por duas horas.
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As laminas foram montadas com meio de montagem (Vectashield) com DAPI (4’6-
diamidino-2-fenilindol) e fotografadas em microscopio de fluorescéncia (objetiva 20x) e em
microscopio confocal (objetiva 60x). A quantificacdo foi realizada com auxilio do programa
“Image J” e a comparacdo foi feita em regides equivalentes do cérebro. As areas analisadas

incluem cortex, e hipocampo nas regides CA1, CA3 e Giro Denteado.

6.6) Organograma
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Figura 6.2 — Organograma do projeto.

6.7) Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados com auxilio dos programas “GraphPad Prisma 6 e
Excel 2013. Os resultados foram representados como média e desvio padrdo ou erro médio
padrdo. Foram analisados estatisticamente pelos testes NESTED ANOVA e Tukey (para
comparacao entre 2 grupos), nas analises de 24h. Os escores foram analisados como variaveis
ndo paramétricas, pelos testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney-Wilcoxon (nas comparacfes
entre cada 2 grupos). Para analise das curvas de sobrevida (curva de Kaplan-Meier), foram
utilizados os testes de Log-rank (Mantel-Cox), Gehan-Breslow-Wilcoxon e teste T Student

(este ultimo para comparacao entre 2 curvas). Considerou-se significativo o valor de p <0,05.
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7.0) Resultados

7.1) Avaliacdo do Grau de Sedacéao (CLP 2 Furos)

Na literatura, ainda sdo pouco padronizadas as escalas de profundidade de sedacéo para
animais laboratoriais. Utilizamos, em nosso protocolo experimental, a escala de sedacdo
padronizada por Boast et al, 1988 e repetida por Inada T. e cols, 2004. Nesta escala, € avaliado
um reflexo postural do animal chamado “righting reflex”. O camundongo é colocado em
decubito dorsal (patas para cima) e cronometramos o tempo que ele leva para readquirir sua
postura habitual sobre as 4 patas. Anotamos a média das triplicatas, atribuindo notas de 0-3,
conforme explicitado na sessdo Materiais e Métodos

A maioria dos animais sedados com a dose de 40 mg/kg IP de midazolam apresentou
sedacéo leve. A maioria dos animais que receberam 80 mg/Kg IP de morfina apresentou escore
0 de sedacdo, sendo que alguns apresentaram sedacdo leve e outros evoluiram com padrdo

comportamental de “euforia” e aumento da atividade locomotora (figura 7.1).

Escore de Sedacdo CLP 2 furos

*

Escore 6h (0 a +3)
N
L
| ]
| |

Figura 7.1 — Reflexo postural apés administracdo de midazolam ou morfina IP em animais
submetidos ao CLP de 2 furos. Os animais foram submetidos ao procedimento de CLP de 2 furos ou
a exposicdo do ceco sem perfuracdo (Sham). Foi administrado midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80
mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP (controle) 5 h apds a cirurgia. Avaliamos, 1 h apds a administragdo das
medicacdes, o escore de sedacdo de cada animal. N de 8 animais para cada grupo SHAM e 21 animais
para cada grupo CLP. A analise entre os grupos, pelo teste Kruskal-Wallis, identificou diferenca de
comportamento entre tratamentos. A comparagdo dos grupos CLP + Salina vs CLP + Midazolam (#);
CLP + Midazolam vs CLP + Morfina (+); CLP + Salina vs CLP + Morfina (*), pelo teste Mann-Whitney-

Wilcoxon, também mostrou diferenga estatistica (p<0,05).
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7.2) Morbimortalidade do Modelo de Ligadura do Ceco e Perfuracgéo (2 Furos)

Os animais submetidos ao procedimento cirurgico, seguido de tratamento com drogas
anestésicas/sedativas, foram acompanhados durante 15 dias. Foram registradas as taxas de
mortalidade de cada grupo, para que pudéssemos analisar e comparar diferencas de sobrevida
pela curva de Kaplan-Meier (figura 7.2). Houve sobrevida de 100% para todos os grupos
SHAM (SHAM+Salina, SHAM+Midazolam e SHAM+Morfina). A menor sobrevida foi do
grupo CLP+Salina. Verificamos uma tendéncia importante de diminuicdo da mortalidade ao
compararmos especificamente os grupos CLP+Salina versus CLP+Morfina, no entanto sem

relevancia estatistica (p= 0,055).
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Figura 7.2 — Andlise da sobrevida nos grupos CLP (2 furos) tratados com midazolam e morfina
IP. Os camundongos foram submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP,
morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP, 5 h ap6s a cirurgia. Feito antibioticoterapia com meropenem
10 mg/kg IP 6 h, 24 h e 48 h, ap06s a cirurgia. Anotamos 0s escores de mortalidade em 6 h, 24 h, 48 h,
7-10 dias e em 15 dias. N inicial de 8 animais para cada grupo SHAM e 21 animais para cada grupo
CLP. A anélise estatistica das 4 curvas, pelos testes de Gehan-Breslow-Wilcoxon e Log-rank (Mantel-
Cox), mostrou significancia (p<0,05). A comparacdo entre os grupos CLP+Salina vs CLP+Morfina,
pelo teste T student, ndo apresenta diferenca ao nivel de significAncia de 5%, mas apresenta a 5,5%
(p=0,055).

Para analise da morbidade, utilizamos o escore clinico mencionado na metodologia.

Estes itens foram avaliados 24 e 48 h ap0s a cirurgia, sendo pontuado 0 para auséncia ou 1 para
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a presenca de cada um deles. Todos os animas Sham mantiveram-se sadios, mesmo os tratados
com as drogas. Os camundongos submetidos ao CLP desenvolveram doencga, sendo a média
dos escores de 24 h e 48 h maior para os tratados com midazolam, seguidos pelos grupos
CLP+Salina e CLP+Morfina (figuras 7.3 e 7.4). A maioria dos animais apresentou sepse

moderada.
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Figura 7.3 — Desenvolvimento de sepse moderada 24 h ap6s a realizacdo do modelo CLP com 2
furos. Os animais foram submetidos ao procedimento de CLP de 2 furos ou a exposi¢do do ceco sem
perfuragdo. Administrado midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP, 5 h apds
a cirurgia. O escore clinico foi avaliado 24 h ap06s a cirurgia. N de 8 animais para cada grupo Sham e
21 animais para cada CLP. A avaliacdo estatistica por meio do teste Kruskal-Wallis mostrou p<0,05.
Ao compararmos entre si 2 grupos, pelo teste Mann-Whitney-Wilcoxon, ha diferenga entre os grupos
CLP+Salina vs SHAM+Salina (+), CLP+Salina vs CLP+Midazolam (#) e CLP+Midazolam vs
CLP+Morfina (*), com p<0,05.
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Escore Clinico de Sepse 48h CLP 2 furos
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Figura 7.4 — Andlise do escore clinico de sepse 48 h ap6s o procedimento de CLP de 2 furos.
Animais submetidos ao CLP de 2 furos e tratados 5 h apds, com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80
mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. O escore clinico foi medido 48h ap6s o CLP, seguido de nova dose de
antibidtico meropenem IP. N de 8 animais por grupo SHAM, 13 CLP+Salina, 14 CLP+Midazolam e 17
CLP+Morfina (devido a mortalidade de 24 e 48 h). A analise intergrupos, pelo teste de Kruskal-Wallis
e, entre 2 grupos, pelo teste Mann-Whitney-Wilcoxon, comparando CLP+Salina vs SHAM+Salina (+)
mostraram relevancia estatistica (p<0,05).

7.3) Analises Inflamatorias de 24h (CLP 2 Furos)

Conforme explicitado em “Materiais e Métodos”, realizamos outro experimento onde
parte dos animais foi sacrificada para coleta de material para analises inflamatorias, 24 h ap6s
0 CLP de 2 furos.

Inicialmente, foi coletado sangue da cauda de cada camundongo e feito lavado
peritoneal (LP), para analises da celularidade total e diferencial.

No sangue, observamos predominio de mononucleares nos animais Sham. No lavado
peritoneal, hd predominio de polimorfonucleares nos grupos submetidos ao CLP. N&o
observamos diferenca estatistica significativa no sangue dos animais tratados com midazolam
e morfina em relagdo ao grupo CLP+Salina (figura 7.5). Ao avaliarmos o LP, notamos aumento
da contagem de polimorfonucleares no grupo CLP tratado com midazolam. Ha diferenca
significativa na comparagéo entre CLP+Midazolam versus CLP+Morfina (figura 7.6).
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Figura 7.5 — Analise da contagem de mononucleares no sangue de animais submetidos ao CLP de
2 furos. Animais submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80
mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. Colhido sangue 24 h apds, para analise da celularidade diferencial. N de
6 animais SHAM e 8 CLP por grupo. A anélise estatistica mostrou significAncia com a aplicagdo do
teste NESTED ANOVA, apontando evidéncias de diferengas de valores em funcao do tipo de cirurgia

realizada (p<0,05). N&o houve significAncia na aplicacdo do teste Tukey.
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Figura 7.6 — Andlise da contagem de polimorfonucleares no lavado peritoneal dos animais
submetidos ao CLP de 2 furos. Camundongos submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam
40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. Contagem diferencial do lavado peritoneal
colhido 24 h ap6s a cirurgia. N de 6 animais para os grupos SHAM e 8 animais para 0s grupos CLP.
Houve diferenca estatistica entre os grupos pelo teste NESTED ANOVA e, entre 2 grupos, ao

compararmos CLP+Midazolam vs CLP+Morfina, pelo teste Tukey (p<0,05), marcado com # no gréfico.
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Parte do lavado peritoneal foi cultivado em placas contendo TSA para contagem de
unidades formadoras de colonia (CFU). Verificamos aumento das unidades nos grupos CLP,
sendo que os grupos SHAM ndo apresentaram colbnias. A tendéncia de aumento é maior no
grupo CLP+Salina e menor no CLP+Morfina. Nao houve, porem, alteracdes significativas apds

tratamento com midazolam nem morfina (figura 7.7).

CFU Lavado Peritoneal 24h ap6s CLP 2 furos

60 A

4]

20

CFU (x10%/m1)

> > >

N \(f N N \’bé\ &
o 1° o o5 1° ot
<& . Q& A Q * S S
< 3 < o N Q

2 \d o

A s L
¥ ©

Figura 7.7 — Aumento de CFU peritoneal nos grupos CLP. Animais submetidos ao CLP de 2 furos
e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. CFU do lavado
peritoneal colhido 24h apds CLP de 2 furos. N de 6 animais por grupo. Ao compararmos 0S grupos,
pelo teste NESTED ANOVA, ha relevancia estatistica, apontando diferencas em relacéo ao tipo de

cirurgia aplicada (p<0,05). N&do ha diferencas pela aplicacdo do teste Tukey.

O lavado peritoneal foi centrifugado e colhido o sobrenadante para dosagem de citocinas
inflamatdrias por meio de ELISA. Da mesma forma, o sangue central, colhido por meio de
puncdo cardiaca, para andlise de citocinas pelo mesmo método e também para bioquimica do
plasma.

Na anélise bioquimica, ha tendéncia de aumento da creatinina no grupo CLP tratado
com midazolam, porém sem significado estatistico (figura 7.8). Ha diminuicdo da albumina
sérica nos grupos submetidos a cirurgia de CLP, com p<0,05 (figura 7.9). Ha4 também tendéncia
de aumento das enzimas hepéticas Aspartato-aminotransferase (AST) e Alanina-transferase
(ALT) nos grupos CLP, sobretudo no grupo CLP tratado com midazolam; com significado
estatistico apenas para o0 aumento da enzima ALT, nos grupos submetidos ao CLP (figuras 7.10
e 7.11).
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Figura 7.8 — Analise da creatinina sérica 24 h apds CLP de 2 furos. Animais submetidos ao CLP de
2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. 24h ap6s o
CLP, colhemos plasma destes animais. N de 6 animais por grupo em cada uma das analises. Ndo foram
encontradas diferencas estatisticas pelos testes NESTED ANOVA e Tukey.
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Figura 7.9 — Diminuicao da Albumina sérica nos grupos CLP. Animais submetidos ao CLP de 2
furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. Colhido sangue
24 h apds o CLP. N de 6 animais por grupo. Ha diferencas intergrupos, pelo teste NESTED ANOVA,
apontando para a influéncia do tipo de cirurgia realizada (p<0,05). Ndo ha relevancia pela aplicacdo do

teste Tukey.
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Aspartato-aminotransferase (AST) Sérica pés CLP de 2 furos
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Figura 7.10 — Analise da enzima hepética AST sérica 24 h apds CLP de 2 furos. Animais submetidos
ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. N
de 6 animais em cada grupo. N&o encontramos diferencas estatisticas pelos testes de NESTED ANOVA

nem Tukey.

Alanina-aminotrasnferase (ALT) Sérica p6és CLP de 2 furos

150 1
~ 100 T
o)
-
- -
< 504
04
4 > > >
N \'Z’@ N N \"S\ N
% 2 o 2 2° ot
& o2 R Q 2 Q
\a A N 1 N Q
RO o
\s 9 o

Figura 7.11 — Andlise da ALT 24 h apdés CLP de 2 furos. Animais submetidos ao CLP de 2 furos e
tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. N de 6 animais por
grupo. As evidéncias apontam que ha diferencas dos valores, pelo teste NESTED ANOVA, em funcédo
do tipo de cirurgia realizado (CLP), mas nao conforme o tratamento aplicado apés a cirurgia pelo teste
Tukey (p<0,05).

Na andlise das citocinas do lavado peritoneal, nota-se aumento de todas as citocinas nos
grupos CLP.

Em comparacdo com o CLP+Salina, os grupos tratados apresentam sempre menores
dosagens de citocinas inflamatorias, apesar de essas dosagens ndao chegarem a se igualar as

dosagens de citocinas dos grupos SHAM. Esta diferenca € mais expressiva quando avaliamos
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a IL-6 (figura 7.14), ao compararmos CLP+Salina com CLP+Morfina. O mesmo padrdo de

tendéncia ocorre na dosagem de MCP-1 (figura 7.12) e IL-1p (figura 7.13), no lavado.
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Figura 7.12 — Aumento da citocina MCP-1 ou CCL2 no LP dos grupos CLP. Animais submetidos
ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP.
Colhido LP 24 h ap6s a cirurgia. N de 8 animais por grupo. A aplicagéo do teste de NESTED ANOVA
mostrou p<0,05 na analise intergrupos, com diferengas apontadas para o tipo de cirurgia (CLP), mas

ndo para o tipo de tratamento medicamentoso, pelo teste Tukey.
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Figura 7.13 — Aumento da citocina inflamatoria IL-1p no LP dos grupos CLP. Animais submetidos
ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP.
Colhido LP 24 h apds a cirurgia. N de 8 animais por grupo. Houve significado estatistico pelo teste
NESTED ANOVA (p<0,05), mas ndo pelo teste Tukey. Ou seja, parece haver influéncia do tipo de

cirurgia realizada nos valores destas citocinas medidas no LP.
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IL-6 no Lavado Peritoneal pés 24h do CLP 2 furos
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Figura 7.14 — Analise da citocina IL-6 no LP dos camundongos submetidos ao CLP de 2 furos.
Animais submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP
ou salina 0,5 ml IP. Colhido LP 24 h apdés a cirurgia. N de 8 animais por grupo. Analise estatistica
mostrou relevancia pelo teste NESTED ANOVA (p<0,05), demonstrando influéncia do tipo de cirurgia

realizada. N&o hé relevancia estatistica conforme o tratamento medicamentoso.

Ao analisarmos as citocinas IL-1p, MCP-1 e IL-10 do sangue central, encontramos tendéncia
de aumento de todas estas citocinas nos grupos submetidos ao CLP (figuras 7.15, 7.16 e 7.17). O
tratamento com midazolam e morfina parece ter diminuido a producéo de MCP-1 (figura 7.16).
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Figura 7.15 — Andlise da citocina IL-1p no sangue dos animais submetidos ao CLP de 2 furos.
Animais submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP
ou salina 0,5 ml IP. Colhido sangue central 24 h apds a cirurgia. N de 8 animais por grupo. A aplicacdo
do teste NESTED ANOVA aponta para uma diferenca significativa em funcdo do tipo de cirurgia

realizada (p<0,05). N&o ha diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Figura 7.16 — Andlise da citocina MCP-1 no sangue dos animais submetidos ao CLP de 2 furos.
Animais submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP
ou salina 0,5 ml IP. Colhido sangue central 24 h apés a cirurgia. N de 6 animais por grupo. Houve
aumento de MCP-1 no sangue do grupo CLP+Salina, com diminuicdo das dosagens (a niveis
comparaveis aos grupos SHAM) nos grupos CLP+Midazolam e CLP+Morfina, porém sem significado
estatistico pelos testes NESTED ANOVA e Tukey.
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Figura 7.17 — Analise da citocina IL-10 no sangue central dos animais submetidos ao CLP de 2

furos. Animais submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80
mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. Colhido sangue central 24 h apds a cirurgia. N de 6 animais por grupo.
Houve aumento de IL-10 no sangue dos grupos submetidos ao CLP, em relacdo aos grupos SHAM;
sendo este aumento maior no grupo CLP+Morfina. No entanto, ndo houve significado estatistico pelos
testes NESTED ANOVA e Tukey.

Também dosamos, por ELISA, as citocinas do cortex de um dos hemisférios cerebrais
colhidos apo6s a perfusdo dos animais.
Nota-se um aumento das citocinas no cérebro dos camundongos dos grupos CLP, no

caso das citocinas IL-6 e MCP-1. Ao avaliarmos especificamente a IL-6, os grupos CLP
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tratados com midazolam e morfina chegam a atingir valores de citocina proximos aos do SHAM

(figura 7.18). O tratamento com midazolam diminuiu a producdo de MCP-1 (figura 7.19).
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Figura 7.18 — Reducdo da citocina IL-6 cerebral nos animais CLP tratados com midazolam e
mofina. Camundongos submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina
80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. 24 h ap6s a cirurgia, os animais foram sacrificados e perfundidos, para
coleta do cértex de um hemisfério cerebral e dosagem de citocinas. N de 8 animais por grupo. As
evidéncias encontradas indicam que os tratamentos medicamentosos possuem comportamentos
diferentes pelo teste NESTED ANOVA. Ha variacao estatistica significativa também segundo o teste
Tukey, ao compararmos 0s grupos CLP+Salina versus CLP+Midazolam (#) e CLP+Salina versus

CLP+Morfina (*), com p<0,05.
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Figura 7.19 — Andlise da citocina MCP-1 no cértex dos animais submetidos ao CLP de 2 furos.
Camundongos submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80
mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. 24 h ap6s a cirurgia, os animais foram sacrificados e perfundidos, para
coleta do cortex de um hemisfério cerebral e dosagens de citocinas. N de 8 animais por grupo. Realizado
teste de NESTED ANOVA, com significado estatistico, demonstrando interferéncia do tipo de cirurgia
realizada e de pelo menos um tratamento medicamentoso. O # da figura representa diferencas estatistica,
pelo teste Tukey, entre os grupos CLP+Salina e CLP+Midazolam (p<0,05).
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Ao dosarmos a expressdo da proteina sinaptica PSD95 pela técnica de Western Blotting,
observamos uma tendéncia de diminuigdo da expressao PSD95/Bactina no grupo CLP+Salina
(figura 7.20). Nos grupos tratados com midazolam e morfina, hd um aumento desta expressao.
Este aumento é maior no grupo CLP+Morfina, onde a expressdo de PSD95 quase se iguala a
do grupo SHAM+Morfina (figura 7.21).
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Figura 7.20 — Anélise da expressdo da proteina PSD95 por Western Blotting. Camundongos

submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina
0,5 ml IP. 24 h ap6s o procedimento, os animais foram sacrificados e perfundidos, para coleta do cértex
de um hemisfério cerebral, sendo dissecada a regido do hipocampo e feito dosagem PSD95 por Western.
N de 2 animais por grupo CLP e 1 animal por grupo SHAM. Observa-se diminui¢do da intensidade de
coloragdo na banda correspondente a proteina PSD95 nos grupos CLP, com aumento da intensidade

mediante o tratamento com as drogas, sobretudo com a morfina.
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Figura 7.21 — Tendéncia de aumento dos niveis de PSD95 no hipocampo dos grupos CLP tratados.
Camundongos submetidos ao CLP de 2 furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80
mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. 24 h ap6s o procedimento, colhido hipocampo e feito dosagem de PSD95
por Western. N de 2 animais por grupo. A quantificacdo das proteinas do gel pelo programa Image

Studio mostrou diminuicdo da expressdo de PSD95 no grupo CLP+Salina.
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A quantificagcdo da imunohistoquimica pelo programa Image J, mostrou aumento da
ativacdo de micrdglia pela marcacdo com anticorpo IBA-1 nos grupos CLP (figura 7.22).
Apesar da tendéncia de diminuicdo da ativacdo nos grupos tratados, ndo houve significado
estatistico. A figura 7.23 mostra foto representativa da ativacdo da microglia no grupo

CLP+Salina, em microscopio de fluorescéncia, e a figura 7.24, pela microscopia confocal.
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Figura 7.22 — Aumento da marcacgdo da micréglia no grupo CLP. Animais submetidos ao CLP de 2
furos e tratados com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. 24 h apds o
procedimento, 0s animais foram sacrificados e perfundidos, para coleta de um hemisfério cerebral, para
marcacdo de ativagdo de microglia. N de 3 animais por grupo. Observamos aumento da concentragdo

do anticorpo IBA-1 nos grupos CLP, com significancia do tipo de cirurgia pelo teste ANOVA (p<0,05).
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Figura 7.23 — Andlise da ativacdo da micréglia por imunohistoquimica nos grupos SHAM+Salina
e CLP+Salina (2 furos). Animais submetidos ao CLP de 2 furos. 24 h apds, os animais foram
sacrificados e perfundidos, para coleta de um hemisfério cerebral, para marcagdo de ativacdo de
micréglia, usando-se anticorpo IBA-1. Foto tirada em microscépio de fluorescéncia, com aumento de
20x. A representa o grupo SHAM-+Salina e B representa grupo CLP+Salina. Observa-se, em B, maior

intensidade de colorag&o dos corpos celulares.

A B

Figura 7.24 — Foto representativa da ativacdo da microglia no grupo CLP, por microscopia
confocal. Os animais foram submetidos ao CLP de 2 furos. 24 h ap6s, foram sacrificados e perfundidos,
para coleta de um hemisfério cerebral, para marcacdo de ativacdo de micrdglia, usando-se anticorpo
IBA-1. Foto tirada em microscopio confocal, com aumento de 157x. A representa 0 grupo
SHAM+Salina e B representa grupo CLP+Salina. Observa-se, em B, micréglia hipertrofica, com

aumento do corpo celular e espessamento das ramificagdes.
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7.4) Andlises Clinicas do Grupo CLP de 4 Furos

A fim de verificarmos se a tendéncia de diminuigdo da mortalidade nos animais CLP
tratados com midazolam e morfina se mantinha, independente da gravidade da sepse,
realizamos novo experimento de ligadura do ceco e perfuracdo com 4 furos.

Observamos aumento da sobrevida nos grupos tratados com midazolam e morfina
(figura 7.25). A curva de Kaplan-Meier mostrou sobrevida de 100% nos grupos SHAM, com
maior mortalidade no grupo CLP+Salina, seguidos pelos grupos CLP+Midazolam e
CLP+Morfina. Verificamos significado estatistico pela analise de Log-Rank (Mantel-Cox teste)
e pelo pos teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon. Na analise entre 2 grupos pareados, a
comparacdo entre a mortalidade do grupo CLP+Salina vs CLP+Morfina apresentou resultado

significativo, utilizando-se o teste T student.
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Figura 7.25 - Aumento da sobrevida nos grupos CLP (4 furos) tratados com midazolam ou
morfina. Os animais foram submetidos ao CLP de 4 furos e tratados, 5 h apds, com midazolam 40mg/Kg
IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. Anotamos os escores de mortalidade em 6 h, 24h, 48 h, 7-
10 dias e 15 dias. Administrado meropenem 30 mg/kg IP 6 h, 24 h e 48 h pés o CLP. N inicial de 8
animais para cada grupo SHAM e 40 animais para cada grupo CLP. A andlise estatistica das curvas,
pelos testes de Gehan-Breslow-Wilcoxon e Log-rank (Mantel-Cox), mostrou significancia (p<0,05).
Verificamos uma tendéncia importante de diminuicdo da mortalidade ao compararmos especificamente
0s grupos CLP+Salina versus CLP+Morfina (marcados com # na curva), com relevancia estatistica pelo
teste T student (p<0,05).

Foram também analisados os escores clinicos de Sepse 24 e 48 h apds o CLP de 4 furos
(figuras 7.26 e 7.27). Notamos, nos grupos CLP, a presenca de alguns animais com sepse grave,
tendo sido necessario aumento da dose de antibioticoterapia (meropenem 30 mg/kg IP), devido

a0 aumento das taxas de mortalidade associadas ao CLP de 4 furos.
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Ha diminuicdo dos escores clinicos de sepse nos animais sedados com morfina em
comparacao ao grupo CLP+Salina, 24 h e 48 h ap6s CLP 4 furos, com significado estatistico,
sugerindo um efeito “protetor” da morfina. Por outro lado, 0 midazolam parece aumentar 0s

escores de sepse 24h e 48 h ap6s CLP 4 furos.
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Figura 7.26 — Alteracdes dos escores clinicos de sepse de 24h nos animais tratados com drogas
sedativas p6s CLP 4 furos. Animais submetidos ao CLP de 4 furos e tratados, 5 h apés, com midazolam
40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina 0,5 ml IP. Feito antibiéticoterapia com 30 mg/kg de
meropenem IP. Colhidos os dados clinicos, 24 h apds o procedimento cirargico. N de 8 animais para
cada grupo SHAM e 14, 16 e 17 para cada grupo CLP, respectivamente. Ha diferenca estatistica pelo
teste de Kruskal-Wallis. A andlise entre 2 grupos mostrou significado na comparagdo CLP+Salina vs
SHAM+Salina (+), CLP+Salina vs CLP+Morfina(*), CLP+Salina vs CLP+Midazolam (#) e
CLP+Midazolam vs CLP+Morfina (~), pelo teste Mann-Whitney-Wilcoxon, com p<0,05.
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Figura 7.27 — Analise do escore clinico de sepse 48h ap6s CLP 4 furos. Camundongos submetidos
ao CLP de 4 furos e tratados, 5 h ap6s, com midazolam 40 mg/Kg IP, morfina 80 mg/Kg IP ou salina
0,5 ml IP. Feito antibidticoterapia com 30 mg/kg de meropenem IP. Colhidos os dados clinicos, 48 h
apos o procedimento cirargico. N aproximado de 8 animais para cada grupo SHAM e 6, 11 e 13 animais
para cada grupo CLP, respectivamente (devido as taxas de mortalidade). Observamos alteraces dos
escores clinicos nos grupos sedados 5 h apdés o CLP, com significado estatistico pelo teste Kruskal-
Wallis. Na comparacéo entre 2 grupos individualmente, os grupos CLP+Salina vs SHAM+Salina (+) e
CLP+Midazolam vs CLP+Morfina (*) apresentaram diferenca estatistica pelo teste Mann-Whitney-
Wilcoxon, (p<0,05).
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8.0) Discussao

A sepse é uma doenca que constitui um importante problema em salde publica,
sobretudo nos paises em desenvolvimento, onde a incidéncia é alarmante. Além dos gastos e
taxas elevadas de mortalidade, vem sendo associada a danos tardios neuroldgicos. Muitos dos
pacientes sépticos necessitam de sedacdo e analgesia durante sua internacdo em unidades de
terapia intensiva. Existe a possibilidade destas medica¢Ges usadas interagirem tanto com o
sistema imune, quanto com o neuroldgico, modificando desfechos.

As drogas testadas (midazolam e morfina) foram escolhidas devido a associagédo
frequente entre benzodiazepinicos e opidides para sedar pacientes internados em unidades de
terapia intensiva (Arnold e cols.,2010). S8o protdtipos comparativos destas classes de
medicag0es, utilizadas tanto em anestesia, como em terapia intensiva.

A administracdo intraperitoneal, comumente utilizada em animais de laboratorio, foi
preferida por considerarmos a dificuldade técnica acoplada a venéclise, nos animais de pequeno
porte como 0s camundongos. No entanto, devemos ponderar problemas relacionados a esta via
de administracdo, como, por exemplo, o risco de injecdo inadvertida em subcutaneo ou em
orgdos intra-abdominais, e a impossibilidade de remocédo do agente administrado (Gargiulo e
cols., 2012). Pode haver também interferéncia na absorcédo, devido a administracdo de outras
medicacdes pela mesma via ou por possiveis alteracdes peritoneais inflamatorias induzidas pela
sepse.

A dose de midazolam de 40 mg/kg IP ja havia sido usada em outros trabalhos, mostrando
grau leve de sedacdo (Inada e cols., 2004). As doses de morfina sdo variaveis na literatura,
sendo doses mais altas, administradas via IP, associadas a algumas alteracdes antiinflamatorias
(Natorska e Plytycz, 2005), por isso, 0 interesse por tais doses. Além disso, fora o efeito
sedativo e depressor cardio-ventilatorio, dependendo da dose de morfina, ja foi descrito, na
literatura, um efeito de aumento de atividade locomotora em murinos chamado de “running fit”
(Goldstein e Sheehan, 1969; Gwynn e Domino, 1984; Michaluk e cols., 1991).

Para inducdo de sepse, foi escolhido o modelo ja consolidado de infecgdo abdominal
polimicrobiana que mais se assemelha a sepse abdominal humana: o modelo de ligadura do
ceco e perfuracdo (Dyson e Singer, 2009). Criado em 1980 por Wichterman e cols., séo
dificuldades inerentes ao modelo depender de uma cirurgia para realizagéo e o fato de o grau
de gravidade da sepse variar conforme a quantidade de fezes que cai na cavidade abdominal, o
local e tensdo da ligadura cecal. Fatos estes altamente relacionados as habilidades do

pesquisador que o realiza.
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Segundo Benjamin e cols. (2000), conforme a mortalidade da sepse, pode-se classificar
0 modelo de CLP em subletal ou letal. O modelo de CLP subletal é marcado pelo aumento de
neutrdfilos na cavidade peritoneal, ao contrario do letal, onde os neutréfilos migram menos,
facilitando a ocorréncia de infec¢bes secundarias. O modelo de CLP de 2 furos, realizado
sempre pelo mesmo pesquisador, para evitar vieses, foi escolhido por ser subletal e devido ao
intuito de acompanhar a sobrevida dos animais, a fim de compararmos diferencas de
morbimortalidade nos grupos tratados.

Conforme esperado no modelo de sepse sub-letal, observamos diminuicdo de
mononucleares, com aumento de polimorfonucleares (sobretudo neutrofilos), na contagem
diferencial do sangue e do lavado peritoneal dos grupos CLP. O maior aumento de
polimorfonucleares no lavado peritoneal dos grupos CLP+Salina e CLP+Midazolam pode estar
relacionado a maior quantidade de unidades formadoras de colénia (CFU) nos respectivos
grupos, uma vez que nas fases iniciais da sepse costuma haver aumento da migracdo de
polimorfonucleares e neutréfilos para o local da infeccdo (Fialkow e cols., 2006).

O CLP de 2 furos induziu sepse moderada (escore clinico 4-7) na maioria dos animais,
sendo a mortalidade mais alta naqueles que apresentaram sepse grave, mesmo com o tratamento
antibidtico (em torno de 40-50%). Todos os animais SHAM sobreviveram.

Dado interessante foi o aumento da sobrevida observado nos animais tratados com
morfina. Este mesmo padrédo da curva de Kaplan-Meier se repetiu com o modelo de CLP de 4
furos, associado a maior mortalidade e gravidade da sepse, sendo inclusive necessarias maiores
doses de antibioticoterapia neste grupo (meropenem 30 mg/kg IP 6 h, 24 h e 48 h p6s CLP). O
tratamento com midazolam e morfina diminuiu a mortalidade, em relagédo ao CLP+Salina,
sendo esta diminuigdo mais significativa para os animais CLP+Morfina, com significado
estatistico. Observamos, também, no CLP de 4 furos, diminuicdo do escore de 24h e 48 h nos
animais CLP+Morfina (com p<0,05), sugerindo melhora dos pardmetros clinicos e efeito
“protetor” da morfina, quando administrada na fase inicial da sepse.

Ja 0 midazolam, apesar da discreta diminui¢cdo da mortalidade associada, tendeu a
aumentar os escores clinicos em 24 e 48 h. Uma hipétese seria a possibilidade de alguma
sedacdo residual associada ao comprometimento da fungdo hepética pela sepse, levando a
alteracdes dos escores clinicos; ja que os animais sedados com midazolam apresentaram
maiores escores de sedacdo e a droga depende de metabolismo hepatico e renal. Fatos que
corroboram para esta hipdtese foram as tendéncias de aumento dos valores de cretinina, AST e
ALT no grupo CLP+Midazolam, bem como a dimunuicdo da albumina sérica, que poderiam

sugerir inicio de um comprometimento das funcGes hepatica e renal.
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Alguns estudos que mostraram melhora de sobrevida em modelos de sepse, com uso de
drogas sedativas e anestésicas, associaram esta melhora a alteragdes na producédo de citocinas
inflamatorias. Hermann e cols. (2013), mostraram aumento da sobrevida de camundongos
submetidos ao CLP de 4 furos, seguido de condicionamento com desflurano ou sevoflurano
(anestésicos gerais inalatorios) durante 2 h. Os anestésicos volateis atenuaram marcadores de
injuria tecidual (bioquimica) e mediadores inflamatorios como MCP-1 e IL-6 (citocinas
essenciais na fase de hiperinflamagéo da sepse).

Em 2009, Quiao e cols. demonstraram melhora de desfechos em ratos submetidos ao
CLP de 2 furos e sedados com midazolam ou dexmedetomidina via intravenosa por 8h. Foram
colhidas citocinas inflamatérias TNFao e IL-6, até 6 h ap6s o procedimento de CLP, e
acompanhadas as taxas de mortalidade por 24 h. Os autores observaram redugéo da mortalidade
nos animais sedados; diminui¢ao dos niveis de TNFa em ambos os grupos, diminui¢do de IL-
6 nos animais sedados com dexmedetomidina e reducdo da expressdo de caspase-3 ativada
esplénica (marcador de apoptose).

Os benzodiazepinicos parecem suprimir a producdo de mediadores pré-inflamatorios,
expressao de COX-2 e iNOS, em modelos de sepse, de maneira dose-dependente. Sugere-se
gue o mecanismo seja mediado pela inibicdo da translocacdo nuclear do fator nuclear kappa B,
reduzindo a fosforilagdo da proteina mitogénica ativada p38 e estabilizando mastécitos
(MacLaren, 2009).

Os resultados de estudos animais mostram desfechos conflitantes em relacdo aos
benzodiazepinicos, em contraste com a dexmedetomidina.Tsao e cols., por exemplo, nao
encontraram beneficios relacionados ao uso de midazolam IV em ratos com endotoxemia
induzida por lipopolissacarideo. N&o observaram melhora hemodindmica, de mortalidade, nem
de marcadores de disfuncao organica, como indicadores de funcdes hepatica e renal, nos grupos
tratados (Tsao e cols., 2009).

Poucos estudos investigaram os efeitos imunomoduladores de sedativos em pacientes
criticos. Em pacientes cirargicos, midazolam na dose de 0,02 — 0,06 mg/kg/h reduziu a
producdo de TNFa, IL-1B e IFN-x em 48 h de pds-operatorio; enquanto Propofol 0,5-1,5
mg/kg/h aumentou a producdo destas citocinas (Helmy e Al-Attiyah, 2001). Uma comparacéo
entre dexmedetomidina 0,2-2,5 pg/kg/h e midazolam 0,1-1,5 mg/kg/h, em pacientes sépticos,
mostrou que apenas dexmedetomidina suprimiu a producéo de IL-1p, TNFa e IL-6. No entanto,
ambos agentes melhoraram a oxigenacdo, medida através do pH da mucosa gastrica. Em
estudos experimentais animais, o pH da mucosa gastrica diminui, na medida que a perfusédo
esplénica e o transporte de oxigénio caem a niveis incapazes de sustentar a producao de energia

pelo metabolismo aerdbico. A acidose intramucosa tem sido associada a pior prognostico e
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disfungéo organica maltipla em pacientes criticos, mesmo na auséncia de hipotensao ou acidose
metabdlica sistémica (Memis e cols., 2007).

Nosso estudo, em consonancia com os demais citados, mostrou apenas discreta
tendéncia de melhora da mortalidade nos grupos tratados com midazolam, além da tendéncia
de diminuicdo das citocinas MCP-1, IL1-B, IL-6 no lavado peritoneal desses animais. No
sangue houve diminui¢do de MCP-1 e IL-1p.

Os efeitos da morfina sobre o sistema imune ainda s&o controversos. Existe a
possibilidade dos diferentes tipos de receptores opidides serem responsaveis por seus efeitos
anti ou pro-inflamatorios (Finley e cols., 2008). Os opioides exercem seus efeitos via receptores
periféricos e centrais, presentes em células nervosas (como as células da glia) e do sistema
imune, ou via sistema nervoso autondémico e central. (Lisowska e cols., 2013).

Os opioides parecem regular o sistema imune em modelos animais afetando os bragos
da imunidade inata e adquirida. A atividade das células Natural Killer (NK), a proliferacdo das
células T, producdo de anticorpos e de citocinas, funcdo de fagocitose podem ser afetadas.
Muitos destes efeitos sdo revertidos por antagonistas opioides. Ja foi aventada a associacdo
entre opioides e a inducdo de sepse em modelos animais laboratoriais. Existe a possibilidade
do aumento de risco de infec¢es em alguns pacientes (Odunayo e cols., 2010).

Roy e cols., mostraram, em 1999, que baixas doses de morfina (4 mg/kg) aumentaram
a resposta ao estimulo com LPS em modelo animal de endotoxemia. Houve aumento da
mortalidade em 48 h, diminuicdo da celularidade timica, diminuicdo da sintese de IL-2 de
maneira mais precoce e aumento da producéo de citocinas de perfil Th2.

Em 2011, Breslow e cols. desenharam um experimento de infeccdo intraperitoneal por
Acinetobacter baumannii em camundongos. A morfina, administrada durante 48 h por meio de
“pellets” de liberacdo lenta, implantados no subctaneo, aumentou a mortalidade, comparada
com placebo, efeito revertido pelo antagonista de receptor p opidide, naltrexona. A
concentracdo de Acinetobacter (CFU) em amostras do sangue, baco, figado e pulmdes foi maior
nos animais tratados com morfina. Verificou-se também aumento das citocinas inflamatodrias
neste grupo (foram analisadas IL-6, 1L-10, MCP-1, IFNy, TNFa e IL-12 no plasma, cerca de
8 h apds o estimulo). A morfina levou a reducdo do numero total de células da cavidade
peritoneal, diminui¢do da percentagem e numero total de neutrofilos e diminuigdo do nimero
total de macrofagos.

Em 2012, Babrowski e cols., mostraram, em modelo experimental com camundongos,
que o implante subcutaneo de “pellet” de morfina aumentou a viruléncia de Pseudomonas
aeruginosa injetada via cecal e sua capacidade de aumento da letalidade em individuos sépticos

suscetiveis.
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Foi demonstrado que altas doses de morfina IP apresentam efeitos antiinflamatorios em
algumas cepas de camundongos. Nos camundongos CBA, ocorre diminuicdo de
polimorfonucleares no peritdnio. A pré-incubagdo de leucécitos de camundongos sui¢os com
morfina inibiu quimiotaxia. Os efeitos anti-inflamatodrios e antinociceptivos da morfina foram
revertidos pelo pré-tratamento com naltrexone (Natorska e Plytycz, 2005).

Ao contrario dos estudos citados, porém de acordo com Natoska e Plytycz, observamos
em nosso desenho experimental melhora dos pardmetros inflamatorios, na morbidade e
aumento da sobrevida no grupo tratado com morfina. Identificamos, como ja mencionado nos
resultados, melhora dos escores clinicos de sepse, diminuicdo da mortalidade na curva de
Kaplan-Meier (os animais foram acompanhados durante 8-15 dias).

As citocinas inflamatorias IL-1B, MCP-1, IL-6 apresentam-se aumentadas no LP
durante a sepse. Esses resultados vdo ao encontro do aumento inicial das citocinas pro-
inflamatdrias na sepse sub-letal (Gomes e cols., 2006). Observamos, porém uma tendéncia de
diminuicdo destas citocinas no plasma e lavado peritoneal dos animais tratados com morfina;
assim como, aumento da citocina IL-10, no sangue destes animais.

Acredita-se que a sepse apresente uma fase inicial pro-inflamatdria, caracterizada pelo
envolvimento de linfécitos, neutréfilos, macrofagos, células endoteliais, aumento de citocinas
pré-inflamatérias, aumento de ROS, participacdo dos sistemas de complemento e de
coagulacdo; seguida por uma fase anti-inflamatéria, com aumento das citocinas anti-
inflamatdrias, apoptose de linfocitos, dano tecidual e imunossupressao (Doi e cols., 2009).

Ashare e col., em 2005, sugeriram que 0 tempo e a magnitude da resposta anti-
inflamatéria eram importantes fatores para predizer a gravidade da infeccdo em modelos
murinos de CLP. Os autores demonstraram predominio de citocinas inflamatérias (como IL-
1B, TNFa) nas 6 h apos CLP e predominio anti-inflamatorio nas 24 h seguintes. Neste
experimento, 0 uso de antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) antes do CLP, para modular a
resposta anti-inflamatoria, resultou em diminuicdo de citocinas pro-inflamatdrias, diminuicéo
da eliminacdo bacteriana e aumento de mortalidade. Dessa forma, o balango de citocinas pro e
anti-inflamatorias se correlaciona diretamente com a gravidade da infeccdo e a mortalidade.

Uma hipédtese para explicar nossos achados diferentes de outros artigos, sobretudo em
relacdo a morfina, seria o fato de termos administrado os sedativos 5 h apés o CLP, justamente
na fase de predominio de citocinas pro-inflamatdrias. Ou seja, administramos drogas de perfil
anti-inflamatoério na fase da sepse de predominio pré-inflamatério. Ao contrario, 0s outros
modelos experimentais citados administravam opidides no momento ou imediatamente antes
da infeccéo, o que poderia prejudicar a resposta pro-inflamatdria inicial, bem como o equilibrio
das fases pro e anti-inflamatorias, levando a aumento de citocinas e da mortalidade precoce.
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O sistema imune periférico é capaz de conectar-se com o sistema nervoso central (SNC),
diante de uma infecgdo. Citocinas podem atingir o SNC, via vagal por exemplo, e estimular
receptores especificos (Ek e cols., 1998). A informacdo transmitida estimula o cérebro a
produzir o mesmo padrdo de citocinas pré-inflamatorias que a periferia (Dantzer, 2004).
Astrocitos e micrdglia sdo considerados as principais fontes de citocinas no cérebro,
responsaveis pela mediacdo da resposta imune e inflamatoria cerebrais (Amor e cols., 2010).

Conforme outros estudos de dosagens de citocinas cerebrais (Erickson e Banks, 2011),
confirmamos essa mesma tendéncia anti-inflamatoria periférica encontrada sobre o Sistema
Nervoso Central dos grupos CLP tratados com midazolam e morfina. Houve diminuicédo
significativa dos niveis de IL-6 e MCP-1 no cdrtex de 24 h destes animais, com significado
estatistico.

Micréglia sdo células do sistema nervoso central ativadas pela presenca de insulto
tissular, capazes de produzir citocinas e quimiocinas, a fim de remover toxinas do espaco
extracelular. Essa ativagdo pode levar a ruptura da barreira hematoencenfélica, producdo de
espécies reativas de oxigénio, associadas ao dano cerebral na encefalopatia séptica (Michels e
cols., 2014). Dessa forma, é compativel nosso achado de ativacdo da microglia no grupo CLP
em comparagdo ao Sham.

PSD 95 é uma proteina de densidade pos-sinaptica que desempenha importante papel
na neuroplasticidade neuronal (Bustos e cols., 2014), estando relacionada a receptores
excitatorios do sistema nervoso central, como NMDA. Chugh e cols. (2013) demonstraram
associacdo entre aumento da densidade pds-sinaptica de PSD95 e aumento da conectividade
excitatdria sinaptica nos neurdnios, nos estagios iniciais de sinaptogénese. Por outro lado, um
decréscimo de PSD95 correlaciona-se ao decréscimo da transmissdo excitatoria. Lai e cols. em
2014, mostraram que a excitotoxicidade, mediada pelo glutamato, pode estar relacionada a
isquemia e morte neuronal.

Apesar de ndo termos encontrado estudos da associacao direta entre os niveis de PSD95
na sepse, supomos que a diminuicdo encontrada nos grupos CLP pode tratar-se de um
mecanismo compensatorio. Talvez a inflamacéo esteja associada ao decréscimo da transmisséo
excitatdria, junto a diminuicdo da densidade pos-sinaptica de PSD95. Na medida em que o
tratamento com drogas de perfis anti-inflamatorios (como midazolam e morfina) diminui a
inflamacdo, poderia haver incremento da atividade excitatoria, com tendéncia de aumento dos
niveis de PSD95.

Da mesma forma, a PSD95 pode estar associada a alteracfes neuroldgicas e danos
cognitivos na sepse; ja que Moore e cols, em 2014, mostraram que a desregulacdo do

acoplamento de PSD95 com canais KV1 poderia estar associada ao comprometimento da
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vasodilatacdo e fluxo sanguineo cerebral (a proteina PSD95 esta associada também a canais de
voltagem KV1 na musculatura lisa cerebral).

Encontramos, portanto, em nosso trabalho, beneficios anti-inflamatérios do uso de
sedativos (morfina e midazolam) durante a fase inicial da sepse, 0s quais, possivelmente, seriam
responsaveis pela diminuicdo de mortalidade precoce observada nos modelos de CLP de 2 e 4
furos (mais expressiva no grupo CLP+Morfina). Logicamente, ainda faltam pesquisas para que
isso seja translacionado para a clinica. No entanto, frisamos a importancia do estudo e da
comparacdo entre diferentes drogas sedativas e analgésicas, comumente usadas em pacientes
criticos, capazes de interferir nos sistemas imune e neuroldgico, alterando desfechos. Conforme
McLaren afirmou em 2009, pode ser que, um dia, a escolha de sedativos usados em pacientes
sépticos se baseia ndo apenas nas propriedades farmacocinéticas e sedativas da droga, mas

também em seu perfil imuno-sedativo.
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9.0) Conclusao

Tentamos reproduzir com o modelo experimental o quadro de um paciente séptico que
necessita de drogas sedativas e/ou analgésicas em unidade de terapia intensiva. Para tal,
utilizamos 0 modelo de Ligadura do Ceco e Perfuracdo, sendo administradas as mesmas drogas
usadas no contexto hospitalar.

Observamos reducdo da mortalidade (sobretudo precoce) e melhora dos escores
clinicos, nos grupos CLP tratados com morfina, nas primeiras 5 horas da doenca. Essa melhora
foi significativa nos animais submetidos ao CLP de 4 furos. Houve tendéncia de reducédo das
citocinas e quimiocinas inflamatérias de 24 h do lavado peritoneal (IL-6, MCP-1, IL-1p) e do
sangue (MCP-1 e IL-1p), nos grupos tratados com midazolam e morfina. Em paralelo, houve
reducdo de IL-6 e MCP-1, nas dosagens de citocinas dos respectivos grupos, por ELISA do
cortex cerebral. Essa reducdo foi relevante estatisticamente, ao compararmos a dosagem de IL-
6 cerebral dos grupos CLP+Salina versus CLP+Midazolam e CLP+Salina versus
CLP+Morfina; bem como, a dosagem de MCP-1 cerebral dos grupos CLP+Salina versus
CLP+Midazolam. Observou-se também aumento de PSD95 (proteina associada a
excitabilidade e neuroplasticidade neuronal), nos grupos CLP tratados. Tais resultados
apontariam para um possivel efeito benéfico do uso precoce destas drogas, em pacientes
sépticos, inclusive no sentido de prevenir danos cognitivos tardios.

No entanto, ainda faltam estudos para que se possa translacionar estes dados para a

pratica clinica.
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