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RESUMO 
 
 

A sepse é definida como disfunção orgânica, causada por uma resposta 

desregulada do hospedeiro à infecção, que acomete milhões de pessoas 

anualmente e o envelhecimento atua como importante fator de risco para pior 

prognóstico e desfecho clínico. Com isso, o objetivo do nosso estudo foi avaliar os 

efeitos da sepse sobre a reatividade vascular no contexto do envelhecimento em um 

modelo experimental de sepse estafilocócica, após 24 horas de sua indução, em 

camundongos da espécie Balb-c. Animais de 3 e 12 meses (3M e 12 M 

respectivamente) foram submetidos à incoculação intraperitonel de uma preparação 

de 150 µL com Staphylococcus Aureus sensível à meticilina (1,8 x 109
 UFC/mL) para 

os grupos sepse (SP) ou tampão fosfato-salino (PBS) para os grupos controle (CT). 

A sespe aumentou a letalidade em ambos os grupos, sendo significativamente maior 

no de 12M, e aumentou os níveis plasmáticos de DNA livre circulante de forma 

similar. Foi observado redução no relaxamento vascular em curvas acetilcolina-

dependentes nos grupos de ambas as idades, contudo, animais de 12 M submetidos 

a sepse apresentaram redução da reatividade vascular durante as curvas fenilefrina-

dependentes, que não foi observado em animais sépticos com 3M. A incubação com 

L-NAME, inibidor da enzima óxido nítrico sintase (NOS), reverteu a 

hiporresponsividade das curvas fenilefrina-dependentes de animais com 12 M, o 

mesmo foi observado durante a incubação com de aminoguanidina, inibidor da 

enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS), sugerindo, a participação do óxido 

nítrico (NO) derivado da iNOS, no aumento do efeito anti-contrátil durante a sepse. A 

incubação com indometacina, inibidor da ciclooxigenase (COX), também reverteu a 

hiporresponsividade em curvas fenilefrina-dependentes, fortalecento a hipótese da 

presença de prostanóides vasodilatadores na redução da reatividade vascular à 

fenilefrina em animais de 12 M. Além disso, a incubação com tempol, mimético da 

superóxido dismutase (SOD) e losartan, antagonista de receptores de angiotensina 

1 (AT1), reduziram ainda mais as respostas vasoconstritoras observadas durante as 

curvas fenilefrina-dependentes em animais de 12 M, sugerindo a presença de 

espécies reativas de oxigênio (EROS) e atividade do sistema renina angiotensina 

aldosterona (SRAA) em nosso modelo de estudo. Em conclusão, observamos que, a 

sepse estafilocócica, promove hiporresponsividade vascular à agentes 

vasoconstritores exclusivamente em animais envelhecidos por mecanismos que 



 

envolve a produção de NO derivado da iNOS e prostanóides vasodilatadores da via 

COX . Esses achados, acrescidos da presença de produtos das EROS e do SRAA, 

podem contribuir para falência vascular e pior desfecho clínico observado. 

 

Palavras chaves: sepse, envelhecimento, óxido nitrico, ciclooxigenase, reatividade 

vascular, disfunção vascular. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

ABSTRACT 
 

 
Sepsis is defined as organic dysfunction, caused by an unregulated host response to 

infection, which affects millions of people annually, and aging acts as an important 

risk factor for a worse prognosis and clinical outcome. Thus, the aim of our study was 

to evaluate the effects of sepsis on vascular reactivity in the context of aging in an 

experimental model of staphylococcal sepsis, 24 hours after its induction, in mice of 

the species Balb-c. Animals aged 3 and 12 months (3M and 12M respectively) were 

subjected to intraperitoneum incoculation of a 150 µL preparation with methicillin-

sensitive Staphylococcus Aureus (1.8 x 109 CFU/mL) for sepsis groups (SP) or 

phosphate buffer -saline (PBS) for the control groups (CT). Sespe increased lethality 

in both groups, being significantly higher in the 12M group, and increased plasma 

levels of circulating free DNA in a similar way. A reduction in vascular relaxation was 

observed in acetylcholine-dependent curves in both age groups, however, 12 M 

animals submitted to sepsis showed a reduction in vascular reactivity during 

phenylephrine-dependent curves, which was not observed in septic animals with 3M. 

Incubation with L-NAME, an inhibitor of the nitric oxide synthase (NOS) enzyme, 

reversed the hyporesponsiveness of the phenylephrine-dependent curves of animals 

with 12 M, the same was observed during the incubation with aminoguanidine, an 

inhibitor of the induced nitric oxide synthase enzyme (iNOS), suggesting the 

participation of iNOS-derived nitric oxide (NO) in the increase of the anti-contractile 

effect during sepsis. Incubation with indomethacin, a cyclooxygenase (COX) inhibitor, 

also reversed hyporesponsiveness in phenylephrine-dependent curves, 

strengthening the hypothesis of the presence of vasodilator prostanoids in reducing 

vascular reactivity to phenylephrine in 12 M animals. Furthermore, incubation with 

tempol, a superoxide dismutase (SOD) mimetic and losartan, an angiotensin 1 (AT1) 

receptor antagonist, further reduced the vasoconstrictor responses observed during 

the phenylephrine-dependent curves in 12 M animals, suggesting the presence of 

reactive oxygen species (ROS) and activity of the renin angiotensin aldosterone 

system (SRAA) in our study model. In conclusion, we observed that staphylococcal 

sepsis promotes vascular hyporesponsiveness to vasoconstrictor agents exclusively 

in aged animals by mechanisms that involve the production of iNOS-derived NO and 

vasodilator prostanoids from the COX pathway. These findings, added to the 

presence of ROS and RAAS products, may contribute to vascular failure and worse 



 

clinical outcome observed. 

Key words: sepsis, aging, nitric oxide, cyclooxygenase, vascular reactivity, vascular 

dysfunction. 
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1 . INTRODUÇÃO 

 

A sepse é definida como disfunção orgânica com risco de vida, causada por uma 

resposta desregulada do hospedeiro à infecção (SINGER, 2016). Os fatores de risco 

para sepse são variáveis, contudo, destacam-se a presença de comorbidades, uso 

de dispositivos invasivos, sexo e a idade (NASA, 2012). Sepse, choque séptico e 

disfunção de múltiplos órgãos são as maiores causas de morte nas Unidades de 

Terapia Intensiva (UTIs) em todo mundo (SEYMOUR et al. 2016). É responsável por 

aproximadamente 11% de todas as admissões em UTI em países desenvolvidos, 

muitas vezes em associação com idade avançada, comorbidades e uso de 

medicamentos imunossupressores (PERNER, 2016). A sepse afeta entre 3 a 10 a 

cada 1.000 habitantes por ano e acarreta uma mortalidade associada de 18 a 35% 

em países de terceiro mundo (SINGER, 2016). Apesar de todos os avanços na 

medicina, a mortalidade no Brasil, ainda é elevada, atingindo valores acima de 50% 

(ILAS, 2018). A incidência e prevalência de sepse aumentaram globalmente nos 

últimos anos (GENGA, 2017), em parte devido ao aumento da idade populacional 

(GOTTS, 2017). 

A sepse afeta desproporcionalmente adultos de maior idade, observa-se que mais 

60% dos diagnósticos de sepse, são atribuídos a adultos com 65 anos ou mais 

(TUCSEK et al. 2013).  Dados considerados preocupantes frente a tendência 

demográfica de mudança em direção ao envelhecimento da população no Brasil e 

no mundo (GOTTS, 2017).  

Como consequência, a sepse é a décima maior causa de morte em indivíduos acima 

dos 65 anos (TUCSEK et al. 2013; MARTIN, 2006). A proporção de eventos sépticos 

é maior na população idosa (58- 65%), tendo as taxas de incidência e mortalidade 

significativamente maiores nesse público (NASA, 2012). Indivíduos com idade 

avançada, correm um risco maior de contrair patógenos infecciosos devido ao 

declínio do sistema imunológico e das defesas anatômicas e fisiológicas, além de 

outras alterações relacionadas à idade (GIRARD, 2005). Gotts, 2017, afirma que o 

avanço da idade é um forte fator de risco para a sepse, explicado pela presença de 

múltiplas comorbidades pré-existentes. 

As modificações vasculares associadas à idade, são fatores que desencadeiam 

diferentes respostas frente o evento séptico, quando comparados com os adultos 
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mais jovens, interferindo consideravelmente no desfecho do processo infeccioso 

(CLIFFORD, 2016). Os vasos sanguíneos podem não responder adequadamente à 

hipóxia ou hipercarbia, além de apresentarem prejuízo na resposta vasodilatadora 

dependente do endotélio (SCHWARTZ, 2011). Ademais, durante o envelhecimento, 

as paredes arteriais se tornam espessas e com menor complacência devido ao 

aumento dos níveis de colágeno e diminuição da elastina, resultando na alteração da 

pressão arterial (HEINEMAN, 2010). Achados que contribuem, como descrito por 

Umberger, 2015, para indivíduos com idade avançada progredirem mais facilmente 

para sepse na sua forma grave. 

A resposta inflamatória mediada pela sepse, resulta em ativação, alterações e danos 

em células endoteliais vasculares, estabelecendo um modelo de disfunção 

endotelial, caracterizado por hipotensão e hiporesponsividade aos vasoconstrictores 

(WALBORN, 2019). Colleta, 2014, mostrou que animais idosos apresentavam maior 

severidade na disfunção endotelial quando associado ao evento séptico, indicando 

pior desfecho clínico para esse grupo de animais. Como já mencionado, as 

alterações vasculares fisiopatológicas específicas do envelhecimento aumentam o 

risco súbito para evolução da sepse grave, fundamentando o aumento da 

mortalidade em tais pacientes (CLIFFORD, 2016). 

Há pouca descrição na literatura quanto aos mecanismos subjacentes às alterações 

relacionadas à idade em resposta à inflamação sistêmica da sepse, que frente às 

suas características epidemiológicas, justificam a necessidade de maior 

compreensão. 

 

2. ENVELHECIMENTO VASCULAR 

O sistema cardiovascular garante o fluxo sanguíneo adequado para o organismo, 

regulando o transporte e distribuição de compostos essenciais para os tecidos, 

remoção dos metabólitos, controle da temperatura e pH (MICHELINI e ROSSONI, 

2008). Com o avanço da idade, mudanças estruturais e funcionais complexas 

ocorrem nesse sistema (TESAURO, 2017). Tais modificações, apoiam estudos que 

demonstram que o risco de sofrer doenças cardiovasculares (DCV) aumenta à 

medida que envelhecemos (COOPER, 1994; LAKATA, 2003). 

 

Os vasos sanguíneos são compostos por três camadas, também denominadas 

túnicas: íntima, média e adventícia. As referidas camadas podem variar em 
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espessura e complexidade estrutural de acordo com a sua função ou localização.  

Como descrito por Van Den Munckhof, 2012, os vasos sofrem alterações estruturais 

à medida que envelhecem. O espessamento gradual da parede vascular, mudanças 

no conteúdo da parede e o aumento do diâmetro do vaso, são observados com a 

idade avançada. Essas modificações evidenciam grande relação com a rigidez 

vascular observada em vários estudos associados ao envelhecimento (LAKATTA, 

2003; WANG, 2010; VLACHOPOULOS, 2010; VAN DEN MUNCKHOF, 2012; 

THIJSSEN, 2016), predizendo assim, maior risco para eventos cardiovasculares 

futuros. 

 

Modificações mediadas pelo envelhecimento podem ser observadas através da 

estrutura das artérias elásticas como a aorta e seus principais ramos. Como visto na 

Figura 1, podemos demonstrar uma compilação de mudanças observadas no 

envelhecimento dessas artérias. 

 

Figura 1: Alterações associadas ao envelhecimento arterial na composição e estrutura das 
camadas vasculares. A figura acima representa as principais modificações do envelhecimento na 
artéria aorta em comparação com um indivíduo jovem. Na camada íntima, destacamos o 
espessamento desta camada, a hiperplasia e disfunção endotelial e a deposição de colágeno; a 
camada média apresenta degradação de elastina, maior deposição de colágeno e maior proliferação 
de células musculares lisas; e na camada adventícia observa-se maior deposição de colágeno 
(Elaborada pelo autor). 
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Uma observação comumente relatada em estudos que descrevem o impacto da 

idade na estrutura arterial, é o aumento da espessura das camadas íntimas-médias 

de artérias elásticas, como visto por Homma, 2001 em artérias carótidas, cujo 

aumento ocorre linearmente com a idade tanto em homens quanto em mulheres. 

Vale ressaltar que apesar do maior direcionamento em estudos com artérias 

elásticas de maior calibre, também é observado espessamento da parede arterial 

com a idade em vasos periféricos de menor calibre tanto de membros superiores 

quanto inferiores (VAN DEN MUNCKHOF, 2012). 

O diâmetro arterial demonstra aumento gradual com a idade. Estudos em vasos de 

membros inferiores observaram aumento do diâmetro de artérias poplíteas e 

femorais ao longo de um intervalo de idade (25-67 anos), o equivalente a um 

aumento de aproximadamente 0,5% por ano (SANDGREN, 1998; 1999). Contudo, 

pouco se sabe explicar os mecanismos para aumento do diâmetro relacionados à 

idade. Sugere-se mecanismos compensatórios ao espessamento arterial e a perda 

de elastina (THIJSSEN, 2016). 

Por fim, a rigidez dos vasos também representa uma das modificações do sistema 

vascular durante o envelhecimento, caracterizada pela diminuição da complacência 

das artérias e considerada forte preditor para DCV (VLACHOPOULOS, 2010). A 

perda ou a desorganização da elastina e sua substituição por colágeno determina o 

aumento da rigidez da parede. Portanto, o desequilíbrio desse sistema, causado por 

vários fatores, dentre eles, processos inflamatórios, contribuem para redução da 

distensibilidade vascular (BLACHER & SAFAR, 2005). Reiterando, mais uma vez a 

magnitude das alterações vasculares associadas ao espessamento da camada 

íntima-média, diâmetro e rigidez arterial, em predizer eventos cardiovasculares 

futuros, como doenças coronarianas, derrames e insuficiência cardíaca (LAKATA, 

2003). 

O endotélio, presente na túnica íntima, atua fisiologicamente como uma barreira 

física entre o sangue e os tecidos subjacentes dos vasos sanguíneos, além de fonte 

para uma variedade de substâncias reguladoras envolvidas com o balanço da 

vasodilatação e vasoconstrição, considerado crucial, no controle parácrino da 

estrutura e função vascular (RAJENDRAN, 2013). Além disso, essa monocamada 

celular desempenha funções que contribuem em manter a homeostase, regulação e 

modulação de várias funções fisiológicas, como a agregação plaquetária, 

inflamação, angiogênese, mecanotransdução e fibrinólise (VANE et al. 1990; 
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RAMOS, 1992). 

As células endoteliais sobre o efeito do envelhecimento, desenvolvem desequilíbrio 

entre os componentes vasodilatadores e vasoconstrictores, fatores pró e 

antioxidantes, pró e anti-inflamatórios e sinais pró e antitrombóticos, caracterizando 

uma disfunção endotelial mediada pela idade (RODRIGUEZ-MAÑAS, 2009; GREEN, 

2011), condição associada a um dos principais mecanismos pelos quais o 

envelhecimento aumenta o risco de DCV (RODRIGUEZ-MAÑAS, 2009). 

Considerado o principal mediador do relaxamento vascular, o NO é sintetizado, 

principalmente, através da ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) em uma 

reação que envolve a conversão do aminoácido L-arginina para L- citrulina e NO 

(Figura 2), na presença de cofatores como o oxigênio, NADPH (nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato), FAD (flavina adeninadinucleotídeo), FMN (flavina 

mononucleotídeo) e BH4 (tetrahidrobiopterina) (STUEHRET, 1991; HEVEL et al., 

1991; MICHEL & VANHOUTTE, 2010). A NOS é representada por 3 isoformas: a 

presente em células endoteliais (eNOS), em células neuronais ( nNOS), ditas 

constitutivas e isoforma induzida (iNOS ) por estímulos imunológicos, podendo ser 

expressa em macrófagos e células endoteliais (FORSTERMANN et al., 2012). 

 

Figura 2: Representação ilustrativa da síntese e liberação de NO (Elaborada pelo autor) 

O comprometimento da biodisponibilidade ou aumento da degradação de NO 
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mediado pela progressão da idade, aparece como determinante para disfunção 

endotelial, afetando diretamente o relaxamento dependente do endotélio 

(TESAURO, 2017). Já dizia Mitchell, 2004, que o envelhecimento é o fator 

independente que mais influencia o relaxamento dependente do endotélio, 

corroborando que homens e mulheres de idade avançada apresentam disfunção 

endotelial, mesmo na ausência de doença clínica.  

Ainda, vários estudos apontam que a inflamação e o estresse oxidativo, são 

processos patológicos importantes que impactam na biodisponibilidade de NO e 

determinam a disfunção endotelial em idosos saudáveis e em modelos de roedores 

(LEKAWANVIJIT et al. 2012; NEIRYNCK et al. 2013; TESAURO, 2017).  

O desbalanço oxidativo é originado a partir do aumento de substâncias denominadas 

espécies reativas de oxigênio (EROS), frente a incapacidade de enzimas 

antioxidantes controlarem essa produção, promovendo assim, a liberação de 

substâncias eletricamente instáveis e potencialmente reativas, capazes de causar 

oxidação (PARAVICINI, 2008). Segundo Yuyun, 2018, destacam-se como EROS de 

relevância: ânion superóxido (O2-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila 

(OH-), presentes comumente em várias fisiopatologias cardiovasculares, geradoras 

de estresse oxidativo.  

Com importante papel na regulação de EROS, a atividade do sistema renina 

angiotensina aldosterona (SRAA), tem sido demonstrada durante o envelhecimento, 

através do aumento de sinalização de receptores de angiotensina (ANG) e da 

atividade da NADPH oxidase em células endoteliais (VAN THIEL, 2015), 

contribuindo, ainda mais, com o desequilíbrio oxidativo. Esses achados, corroboram 

o potencial das vias de sinalização de angiotensina, em induzir o estresse oxidativo 

e danos endoteliais, fundamentado pela inativação do NO e desbalanço vasomotor, 

caracterizando assim, um fenótipo de envelhecimento vascular (FERDER, 2002; XU, 

2017). 

Estudo de Costa, 2016, demonstrou a relação entre o SRAA com o aumento da 

atividade das ciclooxigenases, em modelo animal de envelhecimento. Dentre os 

diversos componentes associados a disfunção vasomotora em idade avançada, 

destacam-se os prostanóides. Derivados do ácido aracdônico (AA), são substâncias 

liberadas pelo endotélio, que desempenham importante função na regulação do 

tônus vascular em condições fisiológicas e patológicas (WRIGHT et al., 2001).  Os 

prostanóides são sintetizados a partir da ação da fosfolipase A2 (PLA2), seguido por 



32 
 

uma oxidação mediada pela ciclooxigenase (COX), enzima chave na síntese de 

prostanóides (BOS et al., 2004). Destes, os comuns são prostaciclina I2 (PGI2), 

prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina D2 (PD2), prostaglandina F2ɑ (PGF2ɑ) e 

o tromboxano A2 (TXA2). O aumento da formação de produtos da COX, também 

intermedeia a disfunção endotelial relacionada ao envelhecimento, gerando 

desequilíbrio nos componentes vasodilatadores e vasoconstritores em células 

endoteliais (BRANDES, 2005). 

Sabe-se da existências de isoformas da COX: a ciclooxigenase-1 (COX-1), dita 

constitutiva, e presente na maioria das células, exercendo funções fisiológicas e a 

ciclooxigenase-2 (COX-2), isoforma induzida, estimulada principalmente em 

processos inflamatórios em diferentes tipos celulares, comumente associada ao 

processo de envelhecimento (ANTMAN et al. 2005; PATRONO, 2016; LUOU et al. 

2016).  

 

 

Figura 3: Possíveis mecanismos envolvidos na disfunção endotelial induzida pelo 
envelhecimento. Em azul, reduzido no envelhecimento: produção de óxido nítrico (NO), L-arginina e 
substratos da eNOS, cofatores da eNOS: tetrahidrobiopterina  (BH4), expressão e/ou atividade da 
óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), quinases que fosforilam a eNOS. Em vermelho, aumentado 
no envelhecimento: atividade da óxido nítrico sintase induzida (iNOS), degradação da L-arginina por 
arginases, produção de tromboxano (TXA2), produção de radical superóxido (O2-) e de peroxinitrito 
(ONOO-) (Elaborada pelo autor). 
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As combinações desses mecanismos em graus variados (Figura 3) determinam a 

lesão endotelial mediada pelo envelhecimento vascular.    

 

3. FISIOPATOLOGIA DA SEPSE  

Categorizada como uma síndrome inflamatória sistêmica (SINGER, 2016), a sepse é 

uma disfunção orgânica ameaçadora à vida que ocorre em decorrência de uma 

resposta imune desregulada à infecção, sendo classificada conforme Tabela 1. Seu 

reconhecimento precoce e tratamento adequado são fatores primordiais para o bom 

prognóstico do paciente.  

As principais variáveis fisiopatológicas determinantes no desenvolvimento da sepse 

são as características do agente infectante (carga e virulência) e do hospedeiro 

(fatores ambientais, genéticos, estado imunológico, comorbidades e idade). Assim, 

em situações em que o hospedeiro é incapaz de conter a infecção primária, ocorre a 

progressão do processo inflamatório (ANGUS 2013; RUSSEL, 2006). 

 

Classificação  
(Sepsis 3) 

Definição 

Infecção sem 
disfunção 

Infecção suspeita ou confirmada, sem disfunção orgânica 

Sepse Infecção suspeita ou confirmada e um aumento agudo de 
≥ 2 pontos no SOFA  

Choque séptico Sepse + necessidade de vasopressor para elevar a 
pressão arterial média acima de 65 mmHg e lactato > 2 
mmol/L (18 mg/dL) após reanimação volêmica adequada 

Tabela 1: Classificação da sepse. (Elaborada pelo autor). 
 

O início de uma resposta imunológica é caracterizado pelo reconhecimento de 

receptores sensíveis ao microrganismo infectante denominados receptores de 

reconhecimento  padrão (PRRs) dentre eles, a família de TLRs (do inglês Toll-like 

receptors). Tal reconhecimento, não somente ativa o macrófago à degradação 

interna do agente infectante, mas também promove o estímulo à secreção de 

citocinas, quimiocinas que participam na indução da resposta inflamatória, que por 

sua vez, auxilia a conter a infecção (BALDWIN Jr. AS, 2001; LEWIS, 2016). Esse 

processo pode ser induzido por agentes infecciosos e seus produtos, como 

peptídeogliganos de bactérias gram-positivas ou por lipopolissacarídeo de 
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membrana (LPS) de bactérias gram-negativas. A ativação de receptores TLRs em 

células do sistema imune estimula a produção de citocinas pró-inflmatórias, como o 

fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), interleucina (IL)-1β, IL-6, bem como 

quimiocinas, como a quimiocina ligante 1 e 2 (CXCL1 e CXCL2 respectivamente) 

(MOGENSEN, 2009; CASTOLDI, 2012). 

 O quadro clínico da sepse é resultante da resposta inflamatória sistêmica, que sofre 

variações importantes em função de fatores como, por exemplo, as comorbidades 

coexistentes, internações repetidas e prolongadas, redução da imunidade, uso 

concomitante de medicamentos e envelhecimento (NASA, 2012). A presença de 

disfunções orgânicas, habitualmente no sistema nervoso central, cardiovascular, 

renal, hepático, respiratório, além de alterações na coagulação, são resultados da 

desregulação de importantes mecanismos ativados no contexto de uma infecção 

(SHANKAR-HARI, 2016). 

Vários distúrbios vasculares são encontrados na sepse, tais como aumento da 

permeabilidade, diminuição da resistência vascular periférica (HENKIN et al. 2009; 

EVANS, 2018), potencialização da agregação plaquetária e ativação/agregação de 

células de defesa (BATISTA, 2011). A sepse está associada à disfunção grave das 

células endoteliais, levando à desregulação da hemostasia e da reatividade vascular, 

bem como ao edema tecidual (INCE, 2016). As alterações endoteliais relacionadas à 

sepse devem ser consideradas adequadas para limitar a propagação bacteriana, 

bem como orquestrar o recrutamento de células de defesa (JOFFRE, 2020). No 

entanto, as modificações vasculares graves e / ou persistentes associados a sepse, 

podem contribuir para um fluxo sanguíneo microcirculatório prejudicado, 

hipoperfusão de tecidos e falência de órgãos com risco de vida.   

Dentre os prejuízos endoteliais mediados pela sepse (Figura 4), destacamos a 

perda da integridade do glicocálice, intensificada na presença de oxidantes, citocinas 

e endotoxinas bacterianas (ZUUBIER, 2005; RUBIO-GAYOSSO, 2006). O 

glicocálice medeia vários processos fisiológicos importantes, como a função de 

barreira vascular, hemostasia, adesão de leucócitos e plaquetas, transmissão de 

tensão de cisalhamento para o endotélio e defesas anti-inflamatórias e antioxidantes 

(WEINBAUM,2007; INCE, 2016). Seu dano, resulta em  (1) aumento na liberação de 

produtos do endotélio como o NO, via hiperatividade da iNOS ou endotelina (ET) 

(FORNI, 2005), contribuindo para alteração da reatividade vascular;  (2)  interrupção 

da função de barreira , que está associada à formação de edema (RUBIO-
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GAYOSSO, 2006); (3)  exposição de moléculas de adesão, que iniciam a adesão 

dos leucócitos, levando à transmigração para os tecidos (MANTZARLIS, 2017); (4) e 

ativação de compostos hemostáticos em direção a um estado pró-trombótico e anti-

fibrinolítico, que pode levar à trombose microvascular disseminada e isquemia de 

órgão (INCE, 2016). Todas essas modificações contribuem fortemente para a 

falência de órgãos induzida pela sepse.  

 
Figura 4: Mecanismos de disfunção endotelial na sepse. Destruição do glicocálice; exposição de 
mecanotransdutores; produção de EROS via NADPH oxidase; aumento de NO via iNOS ; redução de 
enzimas antioxidantes; presença de micropartículas. 
 
 

Notavelmente operante, as EROs (Figura 4) como peróxido de hidrogênio, ânions 

hidroxila e superóxido, resultante de processos oxidativos da mitocôndria, xantina 

oxidase, NADPH oxidase e eNOS desacoplada, danificam as células endoteliais e 

alteram a função do endotélio na sepse (MANTZARLIS, 2017).  Também 

responsável em aumentar as EROs, as micropartículas (Figura 4), moléculas 

compostas por lipídios e proteínas de membrana, são capazes de causar 

hiporreatividade vascular, amplificação da resposta hemostática, contribuindo, ainda 

mais, com a disfunção endotelial (REID, 2012). 

A ativação do SRAA também é observado na sepse (DU CHEYRON, 2003; 

SCHRIER, 2004; SALGADO, 2009). A enzima conversora de angiotensina (ECA) e 

seu produto, a ANG II, parecem estar associadas com a patogênese da disfunção 
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endotelial (BOLDT, 1998), além de aumentar a permeabilidade microvascular e 

causar edema (NEWTON, 2005; SALGADO,2009). Seu mecanismo de ação está 

associado ao aumento da volemia e pressão arterial, preservando assim, o volume e 

tônus vascular (BURCHER, 2001; DU CHEYRON, 2003). Estudos anteriores, 

mostram que os níveis plasmáticos e teciduais de ANG II estão aumentados na 

sepse, entretanto, acredita-se que parte dos efeitos biológicos vasculares são 

reduzidos diante a alta produção de citocinas, NO e estímulo à liberação de 

prostanóides (HIGUCHI, 2007; SALGADO, 2009).    

As prostaglandinas são importantes mediadores e moduladores da resposta 

inflamatória e imunológica à infecção (METZ, 1990; NÉMETH, 2008). Acredita-se 

que na sepse, participam da patogênese do colapso hemodinâmico, falência de 

órgãos e do intenso processo inflamatório (ARONOFF, 2012). Seus mecanismos 

associados a vasodilatação sistêmica parecem estar envolvidos com pior 

prognóstico e maior mortalidade por sepse (CULP,1971; ARONOFF, 2012). 

Além dos fatores supracitados envolvidos na disfunção endotelial mediada 

pela sepse, as armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) também parecem 

estar envolvidas, pois apesar de promoverem mecanismo de defesa do hospedeiro 

contra a infecção, contribuem para lesão do endotélio e prejuízo da perfusão 

microvascular (CAMICIA, 2014). Ademais, sabe-se que a geração de NETs pode 

estar associada com o aumento de DNA livre circulante de células (do inglês, cell 

free DNA/ cfDNA) (MARUCHI, 2018), considerado uma mistura de fragmentos de 

DNA liberados de células apoptóticas e necróticas de diferentes tecidos, que 

permanecem circulando no sangue (SUN, 2015). Concentrações aumentadas de 

cfDNA plasmático são encontradas em várias condições clínicas, incluindo sepse, 

trauma, câncer, e acidente vascular cerebral (LO, 2000; RAINER, 2003; DAWSON, 

2013; ZEERLERDER, 2003). O aumento de cfDNA está associado com a disfunção 

endotelial (JOHANSSON, 2018) e parece forte preditor de injúria orgânica e 

prognóstico para sepse (JOHANSSON, 2018; LIAO, 2020). 

Desta forma, fica evidente que o sistema vascular é protagonista na resposta 

sistêmica à infecção e ao início da falência de órgãos (JOFFRE,2020). A disfunção 

endotelial induzida pela sepse é multifacetada, com diferentes mecanismos 

moleculares, justificando a necessidade de melhor compreensão dos processos 

fisiopatológicos que medeiam a síndrome inflamatória. A melhor caracterização da 

disfunção endotelial, permitiria futuros alvos terapêuticos visando vias patogênicas 
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específicas e proporcionando uma assistência mais direcionada. 

4. SEPSE E O ENVELHECIMENTO  

 

O envelhecimento é fator de risco reconhecido de sepse. Os pacientes idosos 

apresentam maior propensão à disfunção microvascular e consequente falência 

multiorgânica, apresentando, dessa forma, letalidade significativamente maior 

quando comparado aos pacientes mais jovens (TUCSEK, 2013). Estudos sugerem 

que as alterações no endotélio relacionadas à idade contribuem para o aumento da 

mortalidade por sepse em animais idosos (SAITO, 2001; YAMAMOTO, 2002; 

STARR, 2010).  

Colleta, 2014, mostrou que a disfunção endotelial, evidenciada tanto por estudos 

funcionais, através de medidas do relaxamento dependente do endotélio, quanto 

pela medição de múltiplos índices plasmáticos de disfunção de células endoteliais, é 

de início precoce e particularmente grave em camundongos idosos submetidos a 

sepse.  O envelhecimento exacerba a disfunção de múltiplos órgãos e a mortalidade 

em modelo de sepse em roedores, caracterizado, por um grau significativo de 

disfunção endotelial, mediante o aumento do estresse oxidativo e resposta reduzida 

em curva de acetilcolina em artéria aorta (COLLETA, 2014). Os achados, reforçam a 

hipótese que a lesão endotelial aguda induzida pela sepse em pacientes idosos, 

esteja ocorrendo em um endotélio que está, em maior ou menor grau, já danificado, 

gerando assim, impacto no prognóstico do paciente. 

Há evidência disponível na literatura, que demonstra que a sepse e seu fator de 

risco precedente (envelhecimento), compartilham características comuns da 

disfunção endotelial, caracterizada pela perda do equilíbrio da funcionalidade do 

endotélio (BERMEJO-MARTIN, 2018). Como ocorre na sepse, o envelhecimento 

promove um estado pró-inflamatório, pró-oxidativo e pró-coagulação dos vasos 

sanguíneos, favorecendo alterações do tônus vasomotor, ativação plaquetária e 

adesão e transmigração leucocitária (COLLETA, 2014; INCE, 2016; UNGVARI, 

2018). Além disso, o envelhecimento prejudica a capacidade regenerativa do 

endotélio, contribuindo com a geração de um grau basal de falência de órgãos 

(KONUCOGLU, 2017; BERMEJO-MARTIN, 2018). Todos esses fatores, contribuem 

para um cenário de “fragilidade endotelial” precedente à sepse.  

É notável, que a presença de disfunção endotelial prévia associada à idade, pode 

representar, um fator predisponente para o desenvolvimento de uma disfunção 
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vascular mais severa, dentro do contexto de infecção, contribuindo para maior grau 

de falência de orgânica. 

Pequenos estudos clínicos evidenciaram que métodos de monitorização da 

disfunção microcirculatória, através de microscopia intravital ou de biomarcadores 

plasmáticos específicos, em idosos com sinal de infecção, pode prever ou detectar a 

sepse (COLBERT, 2016). Recentemente, foi observado que pacientes idosos com 

infecção, que realizam o uso combinado de antimicrobianos com drogas que 

protegem o endotélio, pode prevenir o desenvolvimento de sepse ou melhorar o 

desfecho da síndrome inflamatória quando estiver presente (BERMEJO-MARTÍN, 

2018). Choudhury, 2015, mostrou que a combinação de atorvastatina e imipenem, 

melhora as funções vasculares e a sobrevida em animais submetidos a sepse. 

Esses achados, corroboram com a hipótese que o endotélio vascular é determinante 

nos processos fisiopatológicos que envolvem a sepse e o envelhecimento, tornando-

o um potencial alvo terapêutico para tratamento de pacientes idosos com sepse.   

Há uma carência de informações na literatura sobre o impacto da sepse sobre 

envelhecimento vascular, sobretudo, as vias patogênicas específicas que agravam a 

funcionalidade do endotélio. Modelos experimentais de sepse animal e estudos in 

vitro, apesar de suas limitações, permitem um melhor entendimento das múltiplas 

vias induzidas no endotélio vascular em resposta à infecção e sua regulação 

específica, possibilitando conhecimento mais detalhado das vias de ativação que 

levam à disfunção endotelial induzida pela sepse.  

Nosso trabalho, busca entender as vias potencialmente envolvidas na disfunção 

vascular mediada pela sepse sob uma condição basal de dano vascular associado 

ao envelhecimento. Para assim, viabilizar o manejo de medidas de proteção ao 

endotélio. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral:  

Investigar os efeitos da sepse sobre a reatividade vascular no contexto do 

envelhecimento, em um modelo experimental de sepse estafilocócica do ponto de 

vista funcional e molecular. 

 

2.2 Objetivos Específicos:  

 

2.2.1 Determinar a letalidade do modelo de sepse moderada: 

Através do acompanhamento e análise do tempo estimado de sobrevivência dos 

camundongos após indução da sepse. 

2.2.2 Determinação das concentrações plasmáticas de DNA livre circulante: 

Através de método de fluorescência com corante nuclear fluorescente, 24 horas 

após a indução da sepse. 

2.2.3 Avaliação do desempenho funcional de artérias aorta 

Através da dissecação de artérias com incubação farmacológica in vitro 

avaliamos: 

a. A reatividade vascular a agentes vasoconstritores e vasodilatadores; 

b. A liberação de fatores vasodilatadores e vasoconstritores derivados 

do endotélio, especificamente, o óxido nítrico, prostanóides derivados 

da ciclooxigenase, espécies reativas de oxigênio e mediadores do 

sistema renina-angiotensina. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Grupos de Estudo 

Para avaliar os mecanismos da sepse sobre o envelhecimento vascular, utilizamos o 

modelo de senescência cronológica de camundongos (COSTA, 2016), pertencentes 

à raça Balb c. Utilizamos os animais nas idades 3 meses e 12 meses. Todos foram 

mantidos em temperatura controlada  (22 ± 2 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas / 

12 horas (luzes acesas às 7 horas).  

Os animais foram alojados em grupos de 4 durante a fase de aclimatação e foram 

fornecidos pelo biotério do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do 

Espírito Santo. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética 

em Experimentação e Uso de Animais da Universidade Federal do Espírito Santo 

(CEUA-UFES 03/2018), que segue as diretrizes da Sociedade Brasileira de Ciências 

em Animais de Laboratório (SBCAL). 

Para a realização deste estudo, os animais foram divididos em 4 grupos 

experimentais (Figura 5): 

 Controle: 3 meses (CT 3M) e 12 meses: (CT 12M).  

 Sepse: 3 meses (SP 3M) e 12 meses: (SP 12M). 

 

Figura 5: Esquema de grupos experimentais. Para a realização deste estudo, os camundongos da 
raça Balb C, foram divididos em 4 grupos experimentais. Animais do grupo Controle (CT) com 3 
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meses (3M) e 12 meses (12M) de idade e animais do grupo Sepse com 3 meses (3M) e 12 meses 
(12M) de idade (Elaborado pelo autor). 

 

3.2 Modelo de sepse experimental  

 

O quadro de sepse foi induzido por meio de inoculação intraperitoneal de 

suspensões de Staphylococcus Aureus sensível à meticilina (MSSA). A linhagem de 

S. aureus (ATCC 25923) utilizada neste estudo foi gentilmente cedida pelo 

Laboratório de Biologia Molecular e Virulência Bacteriana do Departamento de 

Patologia – UFES, onde encontrava-se estocada a -20ºC em meio TSB (caldo de 

soja triptona) acrescido de 20% de glicerol. Quando necessário, a cultura estoque foi 

ativada por esgotamento em ágar sangue e incubada à 37 ºC por 16 horas. 

 Para avaliar o perfil de crescimento da linhagem de S. aureus utilizada, e 

saber qual o tempo seria necessário para que a linhagem atingisse a fase 

exponencial de crescimento, uma colônia isolada foi ressuspendida em caldo 

Mueller Hinton e a densidade óptica (DO) foi ajustada em 0,1 a 620 nm. O volume 

de 100 µL da suspensão bacteriana preparada foi transferido para microplaca de 

fundo chato e incubada à 37 ºC por 12 horas. A leitura da DO620 foi realizada por um 

leitor de microplaca a cada 60 minutos. 

 Para o preparo das suspensões de S. aureus utilizadas nos testes 

subsequentes, a cultura estoque foi ativada em ágar sangue e incubada à 37 ºC. 

Após 16 horas, colônias isoladas de S. aureus foram ressuspendidas em microtubo 

contendo 1,5 mL de caldo Mueller Hinton, e desse, foram retirados 200 µL para 

realização da leitura da DO620. Após a leitura, foram registrados os valores da DO620 

e realizado os cálculos para preparo de uma suspensão com a DO620 de 0,1 em 

tubos com 5 ml de caldo Mueller Hinton (Fórmula: Ci . Vi = Cf . Vf). 

Os tubos de ensaio contendo com 5 ml da cultura de S. aureus na DO620 de 

0,1 foram mantidos dentro da estufa bacteriológica a 37°C por 4,5 horas, tempo 

necessário para que a cultura atingisse a fase exponencial de crescimento. Após 

esse período, a cultura foi centrifugada a 14000 rotações por minuto (RPM) por 5 

minutos. Posteriormente o sobrenadante da cultura foi retirado, e o aglomerado de 

bactérias presentes no fundo do tubo foi ressuspendido em Tampão fosfato-salino 

(PBS) e a DO620 foi ajustada para 1,0.  

Para conhecer a concentração de unidades formadoras de colônias (UFC) 

presentes em 1 mL da suspensão bacteriana preparada previamente (DO620 = 1,0). 
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O volume de 100 µL da amostra foi diluído seriadamente (1:9) em PBS estéril, e 

posteriormente, 100 µL de cada diluição foi plaqueada na superfície de placas 

contendo ágar Mueller Hinton. As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas, e 

após esse período as UFCs foram então quantificadas. 

Por fim, a suspenção bacteriana com OD620 = 1,0 (1,8 x 109
 UFC/mL) em fase 

exponencial de crescimento foi administrada, via intraperitoneal, 150 µL da 

preparação nos animais do grupo sepse, enquanto aos animais do grupo controle 

uma mesma quantidade foi administrada, porém, de solução PBS estéril (Figura 6). 

A sepse foi estudada após 24 horas de indução, atingindo o escore clínico de sepse 

grave. 

 

 

Figura 6: Modelo de sepse por inoculação estafilocócica. Amostras de Staphylococcus Aureus (S. 
Aureus) foram preparadas e inoculadas na cavidade intraperitoneal de animais do grupo Sepse com 3 
meses (3M) e 12 meses (12M) de idade. Para animais do grupo Controle (CT) com 3 meses (3M) e 
12 meses (12M) de idade, foi administrado solução tampão fosfato-salino (PBS) (Elaborado pelo 
autor). 
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3.2.1 Escore clínico da sepse 

 

Baseado no escore publicado por Araújo, em 2012, após 24 horas de indução da 

sepse o escore clínico foi determinado. O escore é composto por 11 itens, em que a 

presença ou ausência de cada um deles pontuava 1 ou 0, conforme a tabela 2 

abaixo: 

 

ITENS PRESENÇA (1) AUSÊNCIA (0) 

Pieloereção  

Lacrimação ou fechamento palpebral  

Abdome contraído  

Frequência respiratória alterada  

Capacidade de explorar o ambiente 

alterada 

 

Perda de alerta ao escape  

Alterações locomotoras  

Alterações da fezes  

Alteração da temperatura corporal  

Diminuição da força ao agarrar  

Turgor comprometido  

 SOMA   

Tabela 2. Escore clínico para estratificar a sepse em modelo animal. 

Os animais com escore 0 eram considerados sadios. Sepse leve para escore ≤ 3, 

sepse moderada escore 4-7, sepse grave escore 8-11. Para este estudo 

trabalhamos com animais que apresentaram pontuação para sepse moderada, 

avaliada 24 horas após a indução da sepse. 

 

3.3 Curva de sobrevivência  

 

Para avaliação da sobrevida os camundongos dos 4 grupos experimentais foram 

monitorados a cada 8 horas durante 48 horas após a indução da sepse. Durante 

esse período os animais tiveram livre acesso à água e ração. Os resultados foram 

expressos em porcentagem (%) de sobrevivência. 
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3.4 Concentração plasmática de DNA livre circulante  

As concentrações plasmáticas de cfDNA, foram medidas no plasma coletado 

após 24 horas da indução da sepse (Figura 7). Os animais foram previamente 

anestesiados e exsanguinados pelo método de punção cardíaca. As amostras de 

sangue foram centrifugadas a 10.000g por 20 minutos a 4 ° C, e após a separação 

do plasma, este foi armazenado em freezer a -80 ° C para análise subsequente. 

Após o descongelamento, como eles foram homogeneizados por cerca de 30 

segundos utilizando o agitador vórtex. Uma curva padrão com sete concentrações 

foi gerada por diluição de DNA de esperma de salmão comercial (Sigma-Aldrich). A 

curva foi avaliada em triplicatas resultando em curvas padrão usadas para calcular 

as concentrações de DNA. As concentrações cfDNA foram analisadas com um 

corante nuclear fluorescente (SYBR Gold) nas amostras. Resumidamente, o SYBR 

Gold (diluição 1: 10.000 em PBS) foi adicionado ao plasma em 96 poços negros. A 

fluorescência foi registrada usando um fluorômetro Varioskan Flash (Thermo Fisher 

Scientific, Inc., Rockford, IL, EUA) com um comprimento de onda de excitação de 

485nm e comprimento de onda de 535nm (GOLDSTEIN e colaboradores, 2009). 

 

Figura 7: Análíse plasmática das concentrações de DNA livre circulante de células (cfDNA). 
Após 24 horas de indução da sepse moderada, os animais dos grupos Sepse (SP) e Controle (CT) 
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com 3 meses (3M) e 12 meses (12M) de idade, foram anestesiados e exsanguinados. Amostras do 
plasma foram colhidas para análise da concentração plasmática de cfDNA e a artéria aorta foi 
preparada para técnica de reatividade vascular (Elaborado pelo autor). 

 

3.5 Reatividade vascular 

A análise da reatividade vascular da artéria aorta foi realizada de acordo com 

método descrito por Mulvany & Halpern (1977).  

Após 24 horas de indução da sepse, os camundongos foram anestesiados com 

cetamina (70 mg.kg-1, intraperitoneal, Agener - União Brasil) e xilazina (10 mg.kg-1, 

intraperitoneal, Bayer, a Brasil). A artéria aorta foi cuidadosamente dissecada, 

mantida em solução de Krebs Henseleit a 4ºC (em mM: NaCl 115; NaHCO3 25; KCl 

4,7; MgSO4.7H2O 1,2; CaCl2.2H2O 2,5; KH2PO4 1,2; 52 glicose 11,1 e Na2EDTA 

0,01) e aerada com mistura carbogênica contendo 5% de CO2 e 95% de O2 a 4ºC 

em de pH 7.4. Todo tecido adiposo foi removido. Com o auxílio de um microscópio 

de dissecção, segmentos de, aproximadamente, 2 mm de longitude foram cortados e 

mantidos a 4ºC. Após preencher as câmaras do miógrafo com Krebs Henseleit, dois 

fios de tungstênio (40 μm de diâmetro) foram inseridos no lúmen das artérias para 

medida de força isométrica (Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S, 

Aarhus, Dinamarca). Um dos fios estava acoplado a um transdutor de força 

isométrica e o outro fio conectado a um micromanipulador que permitia o 

estiramento das artérias. Esse miógrafo estava conectado a um sistema para 

aquisição de dados (Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Austrália) e a 

um computador (Figura 8). 

Posteriormente, as artérias foram estabilizadas por um período de 30 minutos em 

solução de Krebs-Henseleit, gaseificada com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% 

de CO2, pH 7,4) e mantida à temperatura de 37º C. Transcorrido o período de 

estabilização, as artérias foram estiradas a uma tensão de repouso considerada 

ótima em relação ao seu diâmetro interno. Para isso, em cada segmento arterial a 

relação tensão:diâmetro interno foi calculado e a circunferência interna 

correspondente a uma pressão transmural de 100 mmHg para um vaso relaxado in 

situ (L100) foi determinada (Mulvany & Halpern, 1977). Para a realização dos 

experimentos, as artérias foram mantidas com uma circunferência interna L1, 

calculada como L1= 0,90 x L100, circunferência na qual o desenvolvimento de força é 
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máximo (Mulvany & Halpern,1977).  

 

 

Figura 8: Esquema representativo da preparação experimental dos anéis de artéria aorta para 
arealização de estudos de reatividade vascular in vitro. 

3.5.1 Avaliação da reatividade vascular ao cloreto de potássio  

 Após o período de estabilização, foi adicionado cloreto de potássio (KCl) 120 mM ao 

banho, para verificar a atividade contrátil induzida por despolarização e, assim, 

avaliar a viabilidade do músculo liso vascular. Após 30 minutos de estabilização, 

tempo necessário para atingir um platô no registro da contração, os anéis foram 

lavados três vezes para que retornassem à tensão de repouso. Depois de 30 

minutos esses anéis foram submetidos à avaliação da integridade funcional do 

endotélio (Figura 9). 

3.5.2 Avaliação da integridade funcional do endotélio  

Para comprovar a integridade endotelial, as artérias foram pré-contraídas com uma 

concentração de fenilefrina (FE) suficiente para produzir 50% da contração 

produzida pela solução de Krebs-Henseleit com KCl 120 mM, e então o relaxamento 

vascular foi obtido por exposição a 10 μM de ACh. Somente foram utilizadas nesse 
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estudo as artérias com relaxamento superior a 80% da contração induzida pela FE. 

Posteriormente, esses anéis foram submetidos aos diferentes protocolos 

experimentais, incubados por 30 minutos com fármacos de interesse, para análise 

de curvas concentração- resposta (Figura 9). 

 

Figura 9: Registro com curvas do teste da viabilidade do músculo liso vascular com KCl e da 
avaliação da integridade funcional do endotélio. (KCl: cloreto de potássio; ACh: acetilcolina). 

 

3.5.3 Efeitos da sepse na resposta contrátil a fenilefrina e vasodilatadora à 

acetilcolina em artérias aorta  

Após a avaliação da integridade do músculo liso e do endotélio, utilizando- se 

fenilefrina (FE), agonista alfa-adrenérgico, em concentrações crescentes (108 a 3x 

105) aplicadas ao banho, foi verificado se a sepse afeta a responsividade vascular 

constritora (Figura 10). O efeito frente a esta concentração crescente de FE foi 

normalizado em função da resposta contrátil máxima induzida pelo KCl (120 mM) 

(Figura 9). 

Para estudar o efeito do tratamento sobre a resposta vasodilatadora dependente do 

endotélio, foram realizadas curvas concentração-resposta à acetilcolina (109 a 105), 

nos anéis previamente contraídos com fenilefrina 1 µM após obtido o platô (Figura 
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10). 

 

Figura 10: Esquema representativo dos protocolos das curvas concentração-resposta à fenilefrina 
(Fe) e acetilcolina (Ach) após estabilização de 30 minutos (Adaptado de Batista,2014). 

 

3.5.4 Participação do óxido nítrico, das espécies reativas de oxigênio, dos 

prostanóides e do sistema renina angiotensina aldosterona na resposta 

contrátil a fenilefrina e vasodilatadora à acetilcolina em artérias aorta  

Para avaliar se a sepse altera a participação do óxido nítrico, os anéis de aorta 

foram incubados com inibidor da enzima óxido nítrico sintase (NOS), o N-nitro-L-

arginina metil éster (L-NAME,10 μM) e inibidor da enzima óxido nítrico sintase 

induzida (iNOS), o Aminoguanidina (50 μM). A participação das espécies reativas de 

oxigênio, foi avaliada através da tempol (10 μM), um mimético da superóxido 

dismutase (SOD). 

Para verificar se a sepse altera a participação dos prostanóides derivados da via do 

ácido araquidônico/ciclooxigenase, os anéis isolados de aorta, foram incubados com 

indometacina (10 μM), um inibidor inespecífico da ciclooxigenase. 

Ainda, a fim de investigar a participação do SRAA, foi realizado a incubação das 
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artérias aorta com a presença de Losartan (10 μM), bloqueador dos receptores 

angiotensinoginérgicos (AT)1. 

3.6 Análise Estatística dos Dados 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) do 

número de animais usados em cada experimento (n). Nos casos de comparação 

entre duas médias usamos o teste t de Student.  

A curva sobrevivência ao longo do tempo foi ilustrada através do método de Kaplan-

Meier e o teste Log-Rank Mantel- Cox foi usado para avaliar diferenças entre as 

curvas sobrevivência. 

As respostas vasoconstritoras e vasodilatadoras foram normalizadas pela resposta 

contrátil ao KCl (120 mM) e expressa em percentagem da contração. Para cada 

curva de concentração-resposta, a resposta máxima (Rmax) e a sensibilidade (pD2: 

-log EC50), foram calculados usando análise de regressão não linear de cada curva 

individualmente. 

Para comparar os efeitos da incubação dos fármacos nas respostas contráteis à 

fenilefrina, os resultados foram expressados através da diferença da área abaixo da 

curva (dAUC) de concentração-resposta nas situações controle (sem fármaco) e nas 

situações experimentais (presença de fármacos). 

Para análise dos dados e aplicação dos testes estatísticos foram utilizados os 

programas Microsoft Office Excel, GraphPad Prism Software 6.0 (San Diego, 

Califórnia, EUA) e software SPSS 22.0 (BASE, [s. d.]). Os valores serão 

considerados significantes para um mínimo de P < 0,05. 
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4 RESULTADOS 
 
 
4.1 CURVA DE SOBREVIVÊNCIA 

 

A indução da sepse provocou  aumento da mortalidade em camundongos de 12 

meses quando comparado aos de 3 meses. 

 

Figura 11. Avaliação da sobrevida de animais sépticos com 3 e 12 meses. O número de animais 
sobreviventes foi avaliado a cada 8 horas. Os resultados evidenciam a sobrevivência cumulativa 
analisada pelo teste de Log- Rank Mantel Cox. (3 meses, n=20; 12 meses, n=15). *p> 0.05 vs 3 
meses. 

 

4.2 CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE DNA LIVRE CIRCULANTE (cfDNA) EM 

ANIMAIS DE 3 E 12 MESES APÓS 24 HORAS DE INDUÇÃO DA SEPSE 

 

A indução da sepse aumentou o nível plasmático cfDNA circulante em camundongos 

de 3 meses (Figura 11A- Tabela 3) e 12 meses de idade (Figura 11B- Tabela 3). 

Não foi observado alteração nos níveis de cfDNA circulante relacionado somente a 

idade.   
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Figura 12. Nível plásmatico de DNA livre circulante (cfDNA – ng/ul): (A) Camundongos do grupo 
controle (CT 3M) (n=8) e sepse (SP 3M) (n=8) com 3 meses. (B)Camundongos do grupo controle (CT 
12M) e sepse (SP 12M) com 12 meses.Para análise comparativa foi utilizado o Teste-t não pareado. * 
P < 0,05, CT vs SP. 

 

Tabela 3: Níveis plasmáticos de cfDNA – ng/ul obtidos do plasma de camundongos dos 

grupos Controle e Sepse 3 meses (3M) e 12 meses (12M). 

3 Meses 12 Meses 
 CT SP CT SP 

cfDNA  10, 7± 1,1 17,1 ± 1,2* 12,04 ± 0,2 15,03 ± 0,8* 

     

Valores expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs Controle, teste t de Student. 
 
 

4.3 EXPERIMENTOS DE REATIVIDADE VASCULAR EM ANÉIS DE AORTA 

 

4.3.1 Efeito da sepse moderada sobre a reatividade à acetilcolina em anéis 

isolados de aorta em camundongos de 3 meses e 12 meses 

 

Para avaliar se a sepse moderada seria capaz de alterar o relaxamento dependente 

do endotélio, foram realizadas, curvas concentração-resposta a acetilcolina. 

A acetilcolina promoveu relaxamento da artéria aorta de maneira concentração 

dependente em ambos os grupos analisados. Porém, os segmentos de aorta 

correspondentes aos grupos em que foi induzido a sepse mostraram um prejuízo da 
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função endotelial em relação ao seu controle. O grupo controle de 12 meses, 

apresentou disfunção endotelial basal associado a idade (COSTA, 2016), que piorou 

após a indução da sepse. A resposta máxima a acetilcolina foi menor no grupo 

submetido a sepse tanto com 3 e 12 meses (Figura 12A e B; Tabela 4). 

 

Figura 13. Resposta dilatadora induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artéria aorta de 

camundongos controle (CT) e sepse (SP) com 3 meses (3M) (A) e 12 meses (12M) (B). Os resultados 

(Média ± EPM) estão expressos como porcentagem da pré-contração à FE. O número de animais 

usados está indicado entre parênteses. Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e da 

sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste t não pareado: *P < 0,05, CT vs SP. 

 

4.3.2 Efeito da sepse moderada sobre a reatividade à fenilefrina em anéis 

isolados de aorta de camundongos com 3 meses e 12 meses 

 

A administração de fenilefrina aumentou de maneira concentração dependente, o 

tônus basal das artérias aorta dos grupos controle e sepse de 3M e 12M. Contudo, a 

resposta contrátil entre os grupos foi diferente. Nossos resultados demonstraram 

que animais envelhecidos submetidos a sepse apresentam hiporresponsividade ao 

vasoconstritor fenilefrina, que não foi observado em animais sépticos de 3 M (Figura 

13A e B; Tabela 4 e 5). 
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Figura 14: Efeito da sepse sobre a resposta contrátil a fenilefrina, em segmentos de artéria aorta 
torácica de camundongos sépticos.  (A)Camundongos com 3 meses (3M) dos grupos controle (CT) e 
sepse (SP).  (B) Camundongos com 12 meses dos grupos controle (CT) e sepse (SP).   Os resultados 
(média ± EPM) estão expressos como porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. O 
número de animais usados está indicado entre parênteses. Os resultados (média ± EPM) estão 
expressos como porcentagem da contração induzida por 120mM de KCl. Para análise comparativa da 
resposta máxima (Rmáx) e da sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste t não pareado: *P < 0,05, CT 
vs SP. 

 
 
Tabela 4: Valores de pD2 e Rmáx obtidos das curvas concentração-resposta à a acetilcolina 

e fenilefrina em artérias aorta de camundongos dos grupos Controle e Sepse 3 meses (3M). 

Controle 3M Sepse 3M 
 pD2 Rmax pD2 Rmax 

Acetilcolina 7,1 ± 0,1 94,5 ± 3,1 6,4 ± 0,2* 77,05 ± 5,9* 

Fenilefrina 9,2 ± 0,1 73,9 ± 4,4 8,8 ± 0,3 70,3 ± 4,4 

     

Valores expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs Controle 3M, teste t de Student. 

 

Tabela 5: Valores de pD2 e Rmáx obtidos das curvas concentração-resposta à a acetilcolina 

e fenilefrina em artérias aorta de camundongos dos grupos Controle e Sepse 12 meses 

(12M). 

Controle 12M Sepse 12M 
 pD2 Rmax pD2 Rmax 
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Acetilcolina 6,7 ± 0,3 82,6 ± 4,9 5,8 ± 0,2 62,0 ± 3,4* 

Fenilefrina 9,9 ± 0,1 71,4 ± 8,0 7,9 ± 0,5* 46,3 ± 5,6 * 

     
Valores expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs Controle 12M, teste t de Student. 
 
 

4.3.3 Efeito da sepse moderada sobre a participação do óxido nítrico na 

resposta vasoconstritora à fenilefrina em anéis isolados de aorta de 

camundongos com 12 meses 

 

Para analisar o papel do óxido nítrico na redução da resposta vasoconstritora à 

fenilefrina nos animais de 12 meses submetidos a sepse, segmentos arteriais com 

endotélio intacto foram pré-incubados com um inibidor da sintase de óxido nítrico, o 

L-NAME (100 μM) e em seguida a resposta contrátil a fenilefrina foi avaliada. 

O L-NAME provocou aumento da sensibilidade e da resposta máxima à fenilefrina 

nos anéis aórticos na condição controle e séptico dos animais de 12 meses (Figura 

14A e 14B, Tabela 6). Entretanto, ao comparar a magnitude deste efeito por meio da 

dAUC, observou-se que nos animais submetidos a sepse, a modulação dependente 

do NO na resposta contrátil à fenilefrina foi maior (Figura 14C). Como evidenciado 

pelos valores de pD2 e Rmáx (Tabela 6), o efeito da inibição da síntese de óxido 

nítrico com L-NAME foi diferente entre os grupos, sugerindo que a indução da sepse 

altera a via do NO e este parece ser um elemento responsável pelo menos 

parcialmente pela hiporresponsividade a fenilefrina observado nas artérias aorta de 

camundongos sépticos com 12M. 

 

Tabela 6: Valores de pD2 e Rmáx obtidos das curvas concentração-resposta à fenilefrina 

em artérias aorta de camundongos dos grupos Controle e Sepse 12 meses (12M) pré-

incubadas com L-NAME. 

 

Controle 12M Sepse 12M 
 pD2 Rmax pD2 Rmax 

Fenilefrina 9,9 ± 0,1 71,4 ± 8,0 7,9 ± 0,5 46,3 ± 5,6  

L-NAME 9,8 ± 0,1 89,6 ± 0,8* 9,8 ± 0,1* 73,8 ± 2,0*  

     

Valores expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs Fenilefrina , teste t de Student. 
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Figura 15: Efeito do L-NAME (100 μM), inibidor da sintase do óxido nítrico, sobre a resposta contrátil 
induzida pela fenilefrina em segmentos de aorta de camundongos dos grupos controle (CT) (A) e 
submetidos a sepse (SP) (B). Em C, diferença percentual da área abaixo da curva de concentração-
resposta à fenilefrina (dAUC) em aorta, de ambos os grupos experimentais. Os resultados (média ± 
EPM) estão expressos como porcentagem da contração induzida 120 mM de KCl. O número de 
animais usados está indicado entre parênteses. Para análise comparativa da resposta máxima 
(Rmáx), sensibilidade (pD2) e dAUC foi utilizado o Teste-t não pareado. *P<0,05 CT/ SP vs LNAME. # 
P<0,05 CT vs SP. 
 

Sabemos que o aumento da atividade da iNOS é uma possível via para liberação de 

produtos do endotélio como o NO, sobretudo na sepse, participando na disfunção 

endotelial e disfunção de múltiplos órgãos em modelos de animais submetidos a 

síndrome inflamatória (FORNI, 2005; COLLETA, 2014). Assim, nosso próximo 

passo, foi avaliar a participação da iNOS na reatividade vascular à fenilefrina em 

artérias aorta de camundongos de 12M, na condição controle e sepse. Os anéis de 

aorta foram pré-incubados com aminoguanidina (50 μM), inibidor da enzima iNOS. 

 

A aminoguanidina, promoveu aumento na resposta máxima (Figura 15; Tabela 7) à 

fenilefrina em anéis de aorta de camundongos de 12M submetidos a sepse. 
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Figura 16: Efeito do inibidor da iNOS, Aminoguanidina, sobre a resposta contrátil induzida pela 
fenilefrina (FE) em segmentos de artéria aorta de camundongos dos grupos controle (CT) (A) e 
submetidos a sepse (SP) (B) em anéis de aorta. Os resultados (média ± EPM) estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. O número de animais usados está indicado 
entre parênteses. Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) foi 
utilizado o Teste-t não pareado. *P<0,05 CT/SP vs Aminguanidina. &P<0,05 CTvs SP. 

 

Tabela 7: Valores de pD2 e Rmáx obtidos das curvas concentração-resposta à fenilefrina 

em artérias aorta de camundongos dos grupos Controle e Sepse 12 meses (12M) pré-

incubadas com aminoguanidina. 

 

Controle 12M Sepse 12M 
 pD2 Rmax pD2 Rmax 

Fenilefrina 9,9 ± 0,1 71,4 ± 8,0 7,9 ± 0,5 46,3 ± 5,6  

Aminoguanidina 9,9 ± 0,1 76,8 ± 3,9 10,3 ± 0,1* 79,8 ± 2,4*  

     

Valores expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs Fenilefrina, teste t de Student. 

 

 

4.3.4 Efeitos da sepse moderada sobre a participação dos prostanóides 

derivados da via da ciclooxigenase na resposta vasoconstritora à fenilefrina 

em anéis isolados de aorta de camundongos com 12 meses 

 

Para investigar se a sepse altera a participação dos prostanóides derivados da via 
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do ácido araquidônico-ciclooxigenase na hiporresponsividade à fenilefrina em em 

aorta e animais de 12M, incubamos essas artérias com o inibidor da COX, a 

indometacina (10 μM). Demonstramos que nos animais sépticos a indometacina 

promoveu aumento da resposta contrátil e sensibilidade (pD2) à fenilefrina (Figura 

16B, Tabela 8), enquanto que na condição controle, houve redução dá resposta 

contrátil (Figura 16A, Tabela 8). Estes resultados sugerem que nos animais de 12M 

submetidos a sepse moderada existe maior participação dos prostanóides 

vasodilatadores derivados da ciclooxigenase na resposta a fenilefrina, enquanto que 

no grupo controle prevalece a ação de prostanóides vasoconstritores. 

 

 

Figura 17: Efeitos da indometacina (10 μM), inibidor da ciclooxigenase, sobre a resposta contrátil 
induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de aorta de camundongos na condição controle (CT) (A) 
e submetidos a sepse (SP) (B). Em C, diferença percentual da área abaixo da curva de concentração-
resposta à fenilefrina (dAUC) em aorta de ambos os grupos experimentais. Os resultados (média ± 
EPM) estão expressos como porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. O número de 
animais usados está indicado entre parênteses. Para análise comparativa da resposta máxima 
(Rmáx) e sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste-t não pareado.  * P<0,05 CT/SP vs Indometacina. # 
P<0,05 CT vs SP. 

 

Tabela 8: Valores de pD2 e Rmáx obtidos das curvas concentração-resposta à fenilefrina 

em artérias aorta de camundongos dos grupos Controle e Sepse 12 meses (12M) pré-

incubados com indometacina. 
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Controle 12M Sepse 12M 
 pD2 Rmax pD2 Rmax 

Fenilefrina 9,9 ± 0,1 71,4 ± 8,0 7,9 ± 0,5 46,3 ± 5,6  

Indometacina 9,6 ± 0,1 56,7 ± 3,6* 10,4 ± 0,2* 74,02 ± 2,3*  

     

Valores expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs Fenilefrina, teste t de Student. 
 
 

4.3.5 Efeitos da sepse moderada sobre a participação de espécies reativas de 

oxigênio na resposta vasoconstritora à fenilefrina em anéis isolados de aorta 

de camundongos com 12 meses  

 

Para verificar a influência da produção de espécies reativas de oxigênio, visto sua 

relação com estado pró-oxidativo de vasos sanguíneos e maior letalidade em 

modelos animais submetidos a sepse (COLLETA, 2014; INCE, 2016; UNGVARI, 

2018), incubamos em anéis de aorta, o tempol (10 µM), um mimético do superóxido 

dismutase.  

Notamos que na presença de tempol, ambos as condições controle e sepse 

apresentaram redução na resposta vasoconstritora. Demonstramos que no grupo 

controle o tempol promoveu redução da resposta contrátil e sensibilidade (pD2) à 

fenilefrina (Figura 17A, Tabela 9) enquanto que no grupo sepse, apenas a 

sensibilidade (pD2) foi alterada (Figura 17B, Tabela 9). Maior magnitude de efeito foi 

observada no grupo controle de 12 meses (Figura 17C). 

 

Tabela 9: Valores de pD2 e Rmáx obtidos das curvas concentração-resposta à fenilefrina 

em artérias aorta de camundongos dos grupos Controle e Sepse 12 meses (12M) pré-

incubados com tempol. 

Controle 12M Sepse 12M 
 pD2 Rmax pD2 Rmax 

Fenilefrina 9,9 ± 0,1 71,4 ± 8,0 7,9 ± 0,5 46,3 ± 5,6  

Tempol 9,0 ± 0,09* 54,2 ± 1,8* 6,5 ± 0,3* 34,1 ± 4,9  

     

Valores expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs Fenilefrina, teste t de Student. 
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Figura 18: Efeitos do Tempol (10 μM), mimético da superóxido dismutase, sobre a resposta contrátil 
induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de aorta de camundongos da condição controle (CT) (A) 
e submetidos a sepse (SP) (B). Em C, diferença percentual da área abaixo da curva de concentração-
resposta à fenilefrina (dAUC) em aorta de ambos os grupos experimentais. Os resultados (média ± 
EPM) estão expressos como porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. O número de 
animais usados está indicado entre parênteses. Para análise comparativa da resposta máxima 
(Rmáx) e sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste-t não pareado.  * P<0,05 CT/SP vs Tempol. # 
P<0,05 CT vs SP. 

 

4.3.6 Efeitos da sepse moderada sobre a participação do sistema renina 

angiotensina aldosterona na resposta vasoconstritora à fenilefrina em anéis 

isolados de aorta de camundongos com 12 meses  

 

Para investigar a atuação do SRAA sobre a alteração da resposta contrátil a 

fenilefrina observada nos animais sépticos de 12M foi utilizado o losartan, um 

bloqueador dos receptores AT1 (10 μM). Demonstramos que nos animais de 12M 

submetidos a sepse (Figura 18B; Tabela 10) o losartan promoveu redução da 

resposta contrátil à fenilerina, sem promover alterações em aortas da condição 

controle (Figura 18A; Tabela 10). Esses resultados sugerem a participação de 

mediadores vasoconstritores do SRAA na sepse moderada de animais de 12M. 
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Figura 19: Efeitos do Losartan (10 μM), bloqueador de receptores AT1, sobre a resposta contrátil 
induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de aorta de camundongos dos grupos controle (CT) (A) e 
submetidos a sepse (SP) (B). Os resultados (média ± EPM) estão expressos como porcentagem da 
contração induzida por 120 mM de KCl. O número de animais usados está indicado entre parênteses. 
Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste-t não 
pareado.  * P<0,05 CT/SP vs Losartan.  
 
 

Tabela 10: Valores de pD2 e Rmáx obtidos das curvas concentração-resposta à fenilefrina 

em artérias aorta de camundongos dos grupos Controle e Sepse 12 meses (12M) pré-

incubados com losartan. 

 

Controle 12M Sepse 12M 
 pD2 Rmax pD2 Rmax 

Fenilefrina 9,9 ± 0,1 71,4 ± 8,0 7,9 ± 0,5 46,3 ± 5,6  

Losartan 10,4 ± 0,2 69,1 ± 5,7 6,6 ± 0,2* 36,2 ± 2,2  

     

Valores expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs Fenilefrina, teste t de Student. 
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5 DISCUSSÃO 

A sepse é uma complicação comum e frequentemente fatal em pacientes internados 

em UTIs, sobretudo em idosos, em que o envelhecimento atua como fator de risco 

reconhecido (TUCSEK, 2013). Dentre vários prejuízos dessa condição, a disfunção 

endotelial aparece como protagonista aos mecanismos associados à insuficiência 

múltipla de órgãos e aumento da mortalidade (VALLET, 2003; COLLETA, 2014; 

INCE, 2016; UNGVARI, 2018). Modelos de sepse relevantes e bem caracterizados 

podem fornecer informações valiosas sobre os mecanismos fisiopatológicos e ser 

um meio para descoberta de novos alvos e avaliação de estratégias terapêuticas. A 

sepse por inoculação é amplamente utilizada para estudar disfunções 

cardiovasculares e caracterização de vias inflamatórias (PRICE, 1999; FREISE, 

2001; SOERENSEN, 2013; OLIVEIRA, 2015; BADEA, 2019). Além disso, estudos 

clínicos têm demonstrado que as causas de sepse por bactérias gram-positivas vêm 

aumentando, sendo responsáveis por 50% dos casos de sepse grave ou choque 

séptico em UTIs (YI, 2009; OLIVEIRA, 2015). O S. aureus está entre esses 

microorganimos e é a principal causa de sepse entre as bactérias gram-positivas 

(OLIVEIRA, 2015). Nosso trabalho utilizou um modelo de peritonite infecciosa 

causada pela inoculação de S. aureus em cavidade peritoneal. Este modelo foi 

capaz de induzir sepse moderada em camundongos após 24 horas de sua indução, 

como observado pelos sinais clínicos quantificados e comprovação de disfunção 

endotelial.  Foi ainda observado um aumento da taxa de mortalidade nos animais 

sépticos de 3 e 12 meses em relação a condição controle, sendo que esta 

mortalidade foi significativamente maoir no grupo dos idosos. 

 

Na sepse, o aumento de cfDNA circulante, representa um padrão molecular 

de dano celular, que está associado com a disfunção endotelial, (JOHANSSON, 

2018) e contribui consideravelmente para insuficiência múltipla dos órgãos e 

progressão da sepse (CHENG, 2020). Estudos clínicos já demonstram níveis 

significativos de fragmentos de DNA, derivados de bactérias patogênicas no plasma 

de pacientes sépticos, caracterizando o cfDNA como forte preditor de injúria 

orgânica, bem como, importante ferramenta auxiliar para diagnóstico e prognóstico 

da sepse (JOHANSSON, 2018; LIAO, 2020). Estudos em um modelo de peritonite 

séptica em camundongos, também sugerem que o cfDNA é um bom indicador de 

prognóstico na sepse (XIN, 2016). Nossos resultados, demonstraram aumento 
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significativo nos níveis plasmáticos de cfDNA em animais submetidos a sepse, que 

reforçam que o nosso modelo foi eficaz em desenvolver uma infecção sistêmica 

nestes animais.  

Como já mencionado neste trabalho, a sepse traz importante impacto no 

sistema cardiovascular uma vez que reduz a capacidade do sistema vascular em 

manter o tônus e induzindo hipotensão arterial, resultando em inadequada perfusão 

sanguínea e oxigenação (HENKIN et al. 2009; INCE, 2016; EVANS, 2018).  Grande 

parte dos pesquisadores estudam a fisiopatologia da sepse em animais jovens-

adultos, através de modelos experimentais, como o método de ligadura e punção do 

ceco, mais utilizado e considerado padrão ouro, por representar um modelo de 

infecção polimicrobiana (MISHRA, 2018). Entretanto, o método supracitado 

apresenta desvantagens quanto ao controle da severidade da sepse, quando 

comparado com o métodos de inoculação (ASANO, 2015). 

 A disfunção multiorgânica associada a hiporresponsividade vascular e 

hipoperfusão tecidual observadas em animais e humanos acometidos pela sepse e 

sua correlação com a mortalidade, não é novidade (SIBBALD, 1991; TERBORG, 

2001; HEIN, 2005; HENKIN et al. 2009; DUFFY, 2011 MISHRA, 2018 EVANS, 

2018). Contudo, surpreendentemente, até o momento, existe escassez de estudos 

que busquem elucidar tais modificações vasculares na sepse em condições de 

envelhecimento, em outras palavras, pouco se sabe dos mecanismos associados a 

disfunção vascular em populações idosas que desenvolvem a sepse, mesmo diante 

a tendência demográfica de mudança em direção ao envelhecimento da população 

no Brasil e no mundo (GOTTS, 2016).   

Raros estudos experimentais como de Colleta, 2014, avaliaram a função 

vascular de animais idosos submetidos a sepse, demonstrando que em uma sepse 

grave, a disfunção endotelial é particularmente precoce e com pior desfecho. O 

presente estudo, é o primeiro a demonstrar que uma sepse moderada por 

inoculação de S. aureus promove hiporresponsividade vascular à fenilefrina apenas 

nos grupos de animais envelhecidos, enquanto que não foi observado alterações na 

resposta contrátil de animais jovens submetidos à sepse. Essas alterações 

observadas e associadas com a maior letalidade, também vista no mesmo grupo de 

animais, corroboram diferentes estudos que demonstram a correlação entre dano 

vascular e mortalidade (HEIN, 2005; DUFFY, 2011; COLLETA, 2014). 

A literatura relata de forma consistente o aumento da atividade da NOS em 
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modelos sépticos (PALMER, 1993; ZHOU, 1997; FISCHER, 1999). Vários estudos 

experimentais demonstram que a inibição da NOS reverte a hipotensão e 

contratilidade vascular anormal em grupos de animais jovens-adultos submetidos a 

sepse (JULOU-SCHAEFFER, 1990; GRAY, 1991; FERNADES, 2008; NIN 2011). 

Reforçando a hipótese de que o excesso de produção de NO pode contribuir ao 

tônus vascular anormal na sepse. Ao levar em consideração nossos resultados, 

referentes aos animais envelhecidos sépticos, observamos que na presença de L-

NAME ocorreu uma reversão do efeito de hiporresponsividade a um estímulo 

vasoconstritor observado no animais   idosos submetidos a sepse. Ao utilizarmos um 

inibidor mais seletivo, como a aminoguanidina, o mesmo foi observado, sugerindo 

que a iNOS participa do aumento do efeito de hipocontralidade observado na sepse 

moderada estafilocócica em animais envelhecidos.  

O papel do NO derivado da iNOS no tecido vascular durante a sepse, está 

relacionado à disfunção vascular (LIAUDET, 2013; SCHESCHOWITSCH, 2015) e 

contribui para alta taxa de mortalidade de pacientes sépticos (MAYR, 2013). Embora 

tenha sido amplamente estudado nas últimas décadas, os mecanismos envolvidos 

na iniciação e desenvolvimento de disfunção vascular séptica é pouco 

compreendido, sobretudo em modelos de envelhecimento (COLLETA, 2014). 

Nossos resultados sugerem que o efeito anti-contrátil (de hipocontratilidade) 

observado em animais envelhecidos submetidos à sepse moderada tem participação 

importante da via da iNOS, podendo impactar diretamente na mortalidade dos 

animais. Acreditamos ainda, que o fator envelhecimento, atua como preditor para 

pior progressão da disfunção vascular e desfecho clínico, haja visto que animais 

jovens submetidos à sepse moderada não apresentaram hiporresponssividade à 

agentes vasoconstritores e apresentaram taxa de mortalidade significativamente 

menor. 

Os prostanóides também podem estar intimamente relacionados com a 

hiporresponsividade vascular provocada pela sepse, uma vez que são importantes 

moduladores do tônus vascular tanto em condições fisiológicas, como 

fisiopatológicas (LOPEZ, 2017). No presente estudo, observamos que o uso de 

indometacina reverteu a ação anti-contrátil observada nas curvas fenilefrina-

dependentes do grupo experimental com 12 meses. Esses resultados sugerem a 

presença significativa de prostanóides vasodilatadores intermediando a 

hiporresponssividade vascular observada em animais envelhecidos submetidos a 
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sepse moderada. O aumento dos níveis de prostanóides vasodilatadores, em 

modelos de sepse experimental ou estudos clínico com pacientes sépticos, já foi 

documentado (RIEDO, 1990; BERNARD, 1991; BERNARD, 1997; WANG, 2000 

ARONOFF, 2012). A PGI2 é produzida pelo endotélio e músculo vascular, pela ação 

da enzima COX e prostaciclina sintase (PGIS), causando agregação plaquetária 

(DORRIS, 2012) e vasodilatação mediada por AMPc (NARUMIYA, 1999; 

PARKINGTON, 2004). A produção de PGI2 aumenta na inflamação e contribui para 

a vasodilatação (LAMBDEN, 2018). Uma ampla gama de estressores inflamatórios e 

PAMPs, incluindo IL-1, TNF- α, hipóxia e LPS, provocam aumento da síntese de 

PGI2 (STUART, 1984; ENDO, 1988; RIEDO, 1990), que leva à disfunção vascular 

(LAMBDEN, 2018). Já a PGE2, Também vasodilatadora, é considerada importante 

mediador liberado por macrófagos e células apresentadoras de antígeno durante a 

resposta inflamatória (BROGLIATO, 2012). Sua produção inibe a proliferação e 

induz apoptose de células T (MASTINO, 1992; RUGGERI, 2000). Ademais, atenua a 

proliferação de células B imaturas (GARRONE, 1994) e inibe fagocitose de 

macrófagos, impactando assim, a defesa do hospedeiro contra agentes infecciosos 

(SEREZANI, 2007). Nossos achados sugerem modulação da via da COX, e que, a  

presença de prostanóides vasodilatadores é exclusivo da condição de sepse, visto 

que, animais controle de 12 meses apresentaram, opostamente, redução da 

resposta contrátil em curvas fenilefrina-dependentes. Sugerindo que, o grupo 

controle, possui maior interface com prostanóides vasoconstritores, que corrobora 

com estudos em modelos de envelhecimento vascular (COSTA, 2016). 

O aumento da atividade da COX está associado com pior desfecho clínico e 

mortalidade (CULP,1971; GOLDMANN, 2010; ARONOFF, 2012). Vários estudos 

experimentais demonstram o aumento da atividade dessa enzima em modelos de 

sepse (SHORT, 1981; BONE 1987; MACK, 2000; GOLDMANN, 2010; BROGLIATO, 

2012). Estudo de Awata, 2019, demonstrou aumento dos níveis de PGI2 em 

amostras de tecido vascular e que o bloqueio da COX, com indometacina, em anéis 

de aorta, reverte a hiporresponsividade à fenilefrina observada em animais sépticos. 

Nossos achados corroboram com estudos da literatura, sugerindo assim, que a via 

da COX em nosso modelo de sepse estafilocócica moderada, pode impactar na 

disfunção vascular e no pior prognóstico de animais envelhecidos. Ensaios 

terapêuticos clínicos, com inibição de COX frente ao evento séptico, são escassos e 

se mostram inconclusivos até o momento, quanto ao impacto no prognóstico e 
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mortalidade por sepse (HAUPT, 1991; BERNARD,1997; ARONS,1999; MEMIS, 

2004). Notavelmente, há necessidade de estudos clínicos maiores, que contemplem 

grupos mais definidos, combinações terapêuticas e momentos de terapia, conforme 

quadro clínico, e sobretudo, que utilizem a riqueza de estudos experimentais que 

apoiam essa abordagem. 

A sepse não só produz fatores vasodilatadores, mas também fatores de 

contração como o O2- (MANTZARLIS, 2017; ATAWA, 2019). Igualmente, o 

envelhecimento está associado com o aumento de EROS e consequentemente com 

a geração do estresse oxidativo (EL ASSAR, 2013), peça importante no 

desenvolvimento da disfunção endotelial. Em ambas as condições supracitadas, o 

dano vascular impacta na circulação e disfunção orgânica. Fontes implicadas na 

geração de EROS, incluem enzimas da NADPH oxidase, sintase de NO 

desacoplada, mitocôndria, xantina oxidase, ciclooxigenases e até as lipooxigenases 

(HUET, 2011; MANTZARLIS, 2017; LAMBDEN, 2018). O O2- , uma das principais 

moléculas reativas de oxigênio, em condições de equilíbrio, rapidamente é 

convertido pela SOD em peróxido de hidrogênio e este, é reduzido à água pela via 

antioxidante da glutationa (PARAVICINI, 2008; YUYUN,2018). O equilíbrio entre a 

produção e eliminação de EROS é crucial para sobrevivência da célula, entretanto, 

não é o observado tanto em condições de envelhecimento quanto de sepse. O 

aumento da produção de EROS e geração do estresse oxidativo foi detectado 

durante o processo de envelhecimento em diferentes leitos vasculares que inclui 

aorta (HAMILTON, 2001; MARMOL, 2007; UNGVARI, 2011) e coronárias (CSISZAR, 

2003) de ratos além de aortas de camundongo (FRANCIA, 2004), induzindo redução 

da biodisponibilidade de NO. Da mesma forma, diferentes estudos de sepse 

experimental demonstram aumento do estresse oxidativo em leitos vasculares 

(HAIDARA, 2010; COLLETA, 2014; DE SOUZA, 2016).  

Em nosso estudo, ao utilizarmos o tempol, um mimético da SOD, 

corroborando com a literatura, observamos a participação de vias oxidantes na 

condição controle e sepse de animais envelhecidos, através da redução da 

contratilidade de anéis de aorta. Todavia, maior magnitude de efeito foi observada 

no grupo controle, sugerindo maior modulação do O2- no efeito contrátil desse 

grupo, quando comparados com o grupo submetido à sepse. Sabe-se que o 

aumento dos níveis de NO, através da iNOS, observado na sepse, pode gerar 

competição com a SOD, para reagir com o O2- e gerar ONOO- (HUET, 2011). 
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Altamente reativo, o ONOO- contribui diretamente para o relaxamento do músculo 

liso vascular (LAMBDEN, 2018), além de estar associado à distúrbios no 

metabolismo celular e apoptose, gerando danos oxidativos em DNA, lipídeos de 

membrana, proteínas e mitocôndrias (HUET, 2011). Esses achados, nos faz 

acreditar que outros produtos oxidantes, além do O2-, estão envolvidos no 

desequilíbrio oxidativo dos nossos animais envelhecidos submetidos a sepse 

moderada, contribuindo assim, para maior disfunção vascular e pior desfecho 

clínico. 

A atividade do SRAA também é demonstrada tanto no envelhecimento quanto 

na sepse (VAN THIEL; 2002; LUND, 2007; DOERSCHUG, 2010; MEDERLE, 2013; 

COSTA, 2016; NEVES, 2018; FERNANDES, 2021). A angiotensina II (ANG II) 

demonstrou ter impacto no sistema cardiovascular durante o envelhecimento, 

através de alterações na estrutura vascular, modificações hemodinâmicas e 

crescimento celular (GONZALEZ-BOSC, 2001; FERDER, 2002). A sinalização de 

ANG II promove vasoconstrição, produção de EROS e inflamação (HUNYADY, 

2006; BENIGNI, 2010), contribuindo assim, para disfunção endotelial (LUND, 2007). 

O tratamento crônico, com bloqueadores da via do SRAA, como o losartan, 

melhoraram a função endotelial em anéis de aorta de animais envelhecidos 

(GONZALEZ-BOSC, 2001; COSTA, 2016). Na sepse, mediadores do SRAA 

aumentados, como a ANG II, se correlacionam com a desregulação microvascular e 

falência de órgãos (DOERSCHUG, 2010; NEVES, 2018). Apesar da concentração 

marcadamente elevada e de sua função vasoconstritora, a ANG II apresentam seus 

receptores dessensibilizados durante a sepse (HILGENFELDT, 1987; OHTANI, 

1989; MEDERLE, 2013). Além disso, a presença excessiva de substâncias 

vasodilatadoras, como óxido nítrico e prostanóides, pode causar vasodilatação 

máxima e atenuar os efeitos vasoconstritores da ANG II (OCHOA, 1991, MEDERLE, 

2013). Embora a ativação de SRAA seja uma reação fisiológica contrariando a 

insuficiência circulatória associada à sepse, sua ativação excessiva pode piorar 

ainda mais os desfechos clínicos (FORRESTER, 2018; SALGADO, 2009). 

Demonstramos nesse estudo, que a incubação aguda e in vitro com losartan, 

não foi capaz de alterar a resposta contrátil à fenilefrina na condição controle de 

animais envelhecidos, entretanto, houve, acentuação do efeito anti-contrátil 

observado nos animais envelhecidos submetidos a sepse., Estudos prévios, através 

de modelos experimentais de tratamento crônico com bloqueadores do SRAA, 
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observaram melhorias na função vascular de animais envelhecidos (GONZALEZ-

BOSC, 2001; COSTA, 2016), acreditamos que a incubação aguda em anéis isolados 

de aorta na condição controle, como realizado em nosso estudo, não foi suficiente 

para mimetizar dados já descritos na literatura. Os nossos achados observados nos 

animais envelhecidos submetidos a sepse, reforçam a ativação do SRAA, descritos 

na sepse (DOERSCHUG, 2010; NEVES, 2018). Recente estudo de Fernandes, 

2021, demonstrou que o uso de losartan em doses elevadas, reduz a resposta 

vascular à fenilefrina de animais submetidos a sepse, enquanto que o bloqueio 

parcial tem o efeito oposto. Acreditamos que, mesmo na presença de receptores 

dessensibilizados, como é descrito na literatura (FERDER, 2002; MERDELE, 2013), 

contribuindo para hiporresponsividade vasoconstritora, a presença de mediadores 

do SRAA, contribuem para disfunção vascular e pior prognóstico (DOERSCHUG, 

2010; NEVES, 2018, FERNANDES, 2021), visto também em nossos animais 

sépticos.  

          Contudo, diante estudos contraditórios acerca dos efeitos do bloqueio do 

SRAA na sepse (DIAL, 2014; SUBERVIOLA, 2017; FERNANDES, 2021) mais 

estudos devem ser realizados para maior compreensão dos mecanismos envolvidos 

com o pior prognóstico da sepse. 

          Sabemos que o presente estudo tem uma série de limitações. Realizamos por 

um lado, inicialmente uma comparação entre camundongos jovens e envelhecidos 

submetidos a sepse e observamos que a reatividade vascular desses grupos 

respondem de maneiras diferentes. A exacerbação da disfunção vascular em 

animais envelhecidos com sepse e a determinação de vias potencialmente 

envolvidas, através de testagens com bloqueadores farmacológicos, demonstram 

dados promissores, mas admitimos que apenas sugerem e não comprovam a 

causalidade. Apesar de nossa atual limitação em continuar os experimentos 

laboratoriais, por perda de grande número de amostras em detrimento da pandemia 

da COVID-19, um estudo futuro para estratificar os mecanismos fisiopatológicos 

envolvidos com a disfunção vascular consiste em realizar bloqueios farmacológicos 

mais específicos dentro das vias estudadas nesse trabalho além de analisar 

expressão ou atividade proteica. Outro estudo futuro consiste na intervenção 

terapêutica como método de comprovação de eficácia do mecanismo farmacológico 

de escolha. E finalmente a comparação dos resultados em camundongos machos e 

fêmeas para analisar e estender as descobertas aqui identificadas. 
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6 SUMARIZAÇÃO DOS RESULTADOS 
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7 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou pela primeira vez, que a sepse moderada por 

inoculação estafilocócica, promove hiporresponsividade vascular à agentes 

vasoconstritores exclusivamente em animais envelhecidos submetidos a sepse por 

mecanismos que envolve a produção de NO mediada pela enzima iNOS e 

prostanóides vasodilatadores da via COX. Agregado a esses achados, acreditamos 

que a presença de EROS, bem como produtos de suas reações e mediadores do 

SRAA, também contribuem para falência vascular e pior desfecho clínico observado 

em nossos animais submetidos a sepse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    70 
 

 
 

8 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

 

Angus CD, M.P.H., Tom van der Poll. Severe Sepsis and Septic Shock. N Engl J 

Med 2013; 369:840-51. 

 

Antman EM, DeMets D, Loscalzo J. Ciclooxigenase inhibition and cardivascular risk. 

Circulantion 2005; 112: 759-770. 

 

Araújo, C.V.; Estato, V.; Tibiriça, E.; Bozza, P. T.; Castro-Faria-Neto, H. C.; Silva, A.R. PPAR 

gamma activation protects the brain against microvascular dysfunction in sepsis. 

Microvascular Reasearch. 2012;84:218-21. 

 

Aronoff, D. M. Cyclooxygenase Inhibition in Sepsis: Is There Life after Death? 

Mediators of Inflammation 2012, 1–7.  

 

 Arons MM, Wheeler AP, Bernard GR, et al. Effects of ibuprofen on the physiology 

and survival of hypothermic sepsis. Critical Care Medicine. 1999;27:699–707. 

 

Asano, S., Manne, N. D. P. K., Nandyala, G., Ma, B., Selvaraj, V., Arvapalli, R.,R. 

Blough, E. Cecal inoculum peritonitis: An alternative model for sepsis vascular 

dysfunction study. Life Sciences 2015, 141:108–118. 

 

Awata, W. M. C.; Gonzaga, N. A.; Borges, V. F.; Silva, C. B. P.; Tanus-Santos, J. E.; 

Cunha, F. Q.; Tirapelli, C. R. Perivascular adipose tissue contributes to lethal sepsis-

induced vasoplegia in rats. European Journal of Pharmacology. 2019; 17: 172706. 

Badea, I. M. et al. The role of interleukin-6 as an early predictor of sepsis in a murine 

sepsis model. Rom J Morphol Embryol. 2019; 60:69-75. 

 

Baldwin Jr. AS. The transcription factor nf-κB and human 22. Disease. J Clin Invest. 

2001; 107:3-6. 

 

Batista, Priscila Rossi de. Upregulation do receptor tipo Toll 4 pela angiotensina II 

contribui para a hipertensão arterial e disfunção vascular através da produção de 

espécies reativas de oxigênio. 2014. 220 f. Tese (Doutorado em Ciências 



    71 
 

 
 

Fisiológicas) – Programa de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas, Universidade 

Federal do Espírito Santo, Vitória, 2013. 

 

Batista, R. S.;Gomes, A.P.; Lima, L.C.; Vitorino, R.R.;Perez, M.C.A.;Mendonça, E.G.; 

Oliveira, M.G.A.; Geller, M. Sepse: atualidades e perspectivas. Rev. bras. ter. 

intensiva 2011; 23: 207-216. 

 

Benigni, A.;Cassis, P.; Remuzzi, G. Angiotensin ii revisited: new roles in 

inflammation, immunology and aging, EMBO. Mol. Med. 2010 2: 247-257. 

 

Bermejo-Martin, J.F.; Martín-Fernandez, M.; López-Mestanza C.; Duque, P.; 

Almansa, R. Shared Features of Endothelial Dysfunction between Sepsis and Its 

Preceding Risk Factors (Aging and Chronic Disease). J Clin Med. 2018, 400: 2-15. 

 

Bernard G. R.; Wheeler A. P.; Russell J.A.; Schein R.; Summer W. R.; Steinberg K. 

P.; Fulkerson W.J.; Wright P. E.; Christman B. W.; Dupont W.D.; et al. The effects of 

ibuprofen on the physiology and survival of patients with Sepsis. N Engl J Med. 1997; 

336:912–918.  

 

Bernard, G. R.; Reines, H.D.; Halushka, P. V. et al. Prostacyclin and thromboxane A2 

formation increased in human sepsis syndrome. Effects of cyclooxygenase inhibition. 

Am Rev Respir Dis. 1991; 144:1905-1101. 

 

Blacher J. & Safar M.E . Large‐artery stiffness, hypertension and cardiovascular risk 

in older patients. Nat Clin Prac Cardiovasc Med 2005, 2: 450–455. 

 

Boldt J. Papsdorf M.; Kumle B. et al. Influence of angiotensin-converting enzyme 

inhibitor enalaprilat on endothelial-derived substances in the critically ill. Crit Care 

Med 1998; 26:1663-70  

 

Bone R. C.; Jacobs E. R.; Wilson F. J. Jr. Increased hemodynamic and survival with 

endotoxin and septic shock with ibuprofen treatment. Progress in Clinical and 

Biological Research 1987;236:327–332. 

 



    72 
 

 
 

Bos C. L.; Richel D.J.; Ritsema, T.; Peppelenbosch M.P.; Versteeg H.H. Prostanoids 

and prostanoid receptors in signal transduction. International Journal of Biochemistry. 

2004; 36: 1187-1205. 

 

Brandes R.P.; Fleming I.; Busse R. Endothelial aging. Cardiovasc. Res. 2005. 

66:286–294. 

 

Brogliato, A. R.; Antunes, C. A.; Carvalho, R. S.; Monteiro, A. P. T.; Tinoco, R. F.; 

Bozza, M. T.;Benjamim, C. F. (2012). Ketoprofen Impairs Immunosuppression 

Induced by Severe Sepsis and Reveals an Important Role for Prostaglandin E2. 

Shock. 2012, 38: 620–629. 

 

Bucher M.; Ittner K.P.; Hobbhahn J. et al. Downregulation of angiotensin II type 1 

receptors during sepsis. Hypertension. 2001;38:177-82. 

 

Camicia G.; Pozner R.; De Larrañaga G.; Neutrophil extracellular traps in sepsis. 

Shock. 2014;42:286–294. 

 

Castoldi A; Braga, T.T.; Correa-Costa, M. TLR 2, TLR 4 and MYD88 signaling 

pathway are crucial for neutrophil migration in acute kidney injury induced by sepsis. 

Plos One. 2012; 7:5:-37584. 

 

Cheng, Z.; Abrams, S. T.; Toh, J.; Wang, S. S.; Wang, Z.; Yu, Q.; Wang, G. The 

Critical Roles and Mechanisms of Immune Cell Death in Sepsis. Frontiers in 

Immunology. 2020; 11:1918. 

 

Choudhury, S.; Kannan, K.; Pule Addison, M.; Darzi, S. A.; Singh, V.; Singh, T. 

U.;Mishra, S. K. Combined treatment with atorvastatin and imipenem improves 

survival and vascular functions in mouse model of sepsis. Vascular Pharmacology 

2015, 71: 139–150. 

 

Clifford K.; Dy-Boarman E.; Haase K.; Maxvill K.; Pass E.;  Alvarez C. Challenges 

with Diagnosing and Managing Sepsis in Older Adults. Expert Rev Anti Infect Ther. 

2016 ; 14:231-41. 



    73 
 

 
 

Colbert, J.F.; Schmidt, E.P. Endothelial and microcirculatory function and dysfunction 

in sepsis. Clin. Chest Med. 2016, 37: 263–275. 

 

Coletta C.; Módis K.; Oláh G.; Brunyánszki A.; Herzig D.S.; Sherwood E.R.; Ungvári 

Z. Szabo C. Endothelial dysfunction is a potential contributor to multiple organ failure 

and mortality in aged mice subjected to septic shock: preclinical studies in a murine 

model of cecal ligation and puncture. Crit Care. 2014; 18: 511-20. 

 

Cooper L.T.; Cooke J.P.; Dzau V.J. The vasculopathy of aging. J Gerontol. 1994 ;49: 

191-6. 

 

Costa, G.; Garabito, M.; Jiménez-Altayó, F.; Onetti, Y.; Sabate, M.; Vila, E., Dantas, 

A. P. Sex differences in angiotensin II responses contribute to a differential regulation 

of cox-mediated vascular dysfunction during aging. Experimental Gerontology. 2016 

85: 71–80. 

 

Csiszar, A.; Ungvari, Z.; Koller, A.; Edwards, J. G.; Kaley, G. Aging-induced 

proinflammatory shift in cytokine expression profile in coronary arteries. FASEB J 

.2003; 17:1183-1185. 

 

Culp J. R.; Erdös E. G.; Hinshaw I. B.; Holmes D. D. Effects of anti-inflammatory 

drugs in shock caused by injection of living E. coli cells. Proceedings of the Society 

for Experimental Biology and Medicine. 1971;137:219–223. 

 

Dawson S. J.; Tsui D. W.; Murtaza M.; Biggs H.; Rueda O. M.; Chin S. F.; Dunning 

M. J.; Gale D.; Forshew T.; Mahler-Araujo B.; Rajan S.; Humphray S.;Becq J.; Halsall 

D.; Wallis M.; Bentley D.; Caldas C.; Rosenfeld N. Analysis of circulating tumor DNA 

to monitor metastatic breast cancer. N Engl J Med. 2013 368:1199-1209. 

 

De Souza, P.; Guarido, K. L.; Scheschowitsch, K.; Da Silva, L. M.; Werner, M. F.; 

Assreuy, J.; Da Silva-Santos, J. E. Impaired vascular function in sepsis-surviving rats 

mediated by oxidative stress and Rho-Kinase pathway. Redox Biology. 2016; 10: 

140–147.  

 



    74 
 

 
 

Dial, S.; Nessim, S.J.; Kezouh, A.; Benisty, J.; Suissa, S. Antihypertensive agents 

acting on the renin-angiotensin system and the risk of sepsis. Br. J. Clin. Pharmacol. 

2014; 78: 1151–1158. 

 

Doerschug, K. C.; Delsing, A. S.; Schmidt, G. A.;  Ashare, A. Renin-angiotensin 

system activation correlates with microvascular dysfunction in a prospective cohort 

study of clinical sepsis. Critical Care. 2010; 14: 24-32.  

 

 Dorris S. L.; Peebles R. S. PGI2 as a regulator of inflammatory diseases. Mediat 

Inflamm. 2012 ;2012: 1-9.  

 

Du Cheyron D.; Lesage A.; Daubin C. et al. Hyperreninemic hypoaldosteronism: 

apossible etiological factor of septic shock-induced acute renal failure. Intensive Care 

Med .2003; 29:1703-9. 

 

Duffy M. J.; Mullan B. A.; Craig T. R.; Shyamsundar M.; Mac Sweeney R. E.; 

Thompson G.; Stevenson M.; McAuley D. F. Impaired endothelium-dependent 

vasodilatation is a novel predictor of mortality in intensive care. Crit Care Med. 2011; 

39:629–635. 

 

El Assar, M.; Angulo, J.; Rodríguez-Mañas, L. Oxidative stress and vascular 

inflammation in aging. Free Radical Biology and Medicine. 2013 65: 380–401. 

Endo H.; Akahoshi T.; Kashiwazaki S. Additive effects of IL-1 and TNF on induction 

of prostacyclin synthesis in human vascular endothelial cells. Biochem Biophys Res 

Commun. 1988;156:1007–1014.  

 

Evans T. Diagnosis and management of sepsis. Clin Med (Lond). 2018;18:146-149.  

 

Ferder, L. Advances in our understanding of aging: role of the renin–angiotensin 

system. Current Opinion in Pharmacology,2002; 2: 189–194. 

 

Fernandes, D. et al. Angiotensin II receptor type 1 blockade improves 

hyporesponsiveness to vasopressors in septic shock. European Journal of 

Pharmacology. 2021; 897:173953. 



    75 
 

 
 

Fernandes, D., & Assreuy, J. (2008). Nitric oxide and vascular reactivity in sepsis. 

Shock. 2008; 30: 10–13. 

 

 Fischer, L. G.; Horstman, M. S.; Hahnenkamp, K.; Jechner, N. E.; Rich, G. F. 

Selective iNOS inhibition attenuates acetylcholine- and bradykinin-induced 

vasoconstriction in lipopolysaccharide-exposed rat lungs. Anesthesiology. 1999 91: 

1724. 

 

Forni M.; Mazzola S.; Ribeiro L.A.; Pirrone F.; Zannoni A.; Bernardini C.; Bacci M. L.; 

Albertini M. Expression of endothelin-1 system in a pig model of endotoxic shock. 

Regul Pept. 2005;131:89–96. 

 

Forrester, S.J.; Booz, G.W.; Sigmund, C.D.; Coffman, T.M.; Kawai, T.; Rizzo, V.; 

Scalia, R.; Eguchi, S. Angiotensin II signal transduction: an update on mechanisms 

of physiology and pathophysiology. Phys. Rev. 2018; 98: 1627–1738. 

 

Forstermann, U.; Sessa, W. C. Nitric oxide synthases: regulation and function. 

European heart journal, 2012; 33: 829–37. 

 

Francia, P.; Delli Gatti, C.; Bachschmid, M.; Martin-Padura, I.; Savoia, C.; Migliaccio, 

E.; Pelicci, P. G.; Schiavoni, M.; Luscher, T. F.; Volpe, M.; Cosentino, F. Deletion of 

p66shc gene protects against age-related endothelial dysfunction. Circulation 2004; 

110:2889-2895. 

 

Freise, H.; Bruckner, U. B.; Spiegel, H. U. Animal models of sepsis. J Invest Surg. 

2001; 14:195-212. 

 

Garrone P.; Galibert L.; Rousset F.; Fu S. M.; Banchereau J. Regulatory effects of 

prostaglandin E2 on the growth and differentiation of human B lymphocytes activated 

through their CD40 antigen. J Immunol. 1994; 152:4282-4290. 

 

Genga, K.R.; Russell, J.A. Update of Sepsis in the Intensive Care Unit. J Innate 

Immun. 2017;9:441-455. 

 



    76 
 

 
 

Gerhard, M.; Roddy, M. A.; Creager, S. J.; Creager, M. A. Aging progressively 

impairs endothelium-dependent vasodilation in forearm resistance vessels of 

humans. Hypertension 1996; 27:849-53. 

 

Girard, T. D.; Opal, S. M.; Ely, E. W. Insights into severe sepsis in older patients: 

from epidemiology to evidence-based management. Clin Infect Dis. 2005;40:719–27. 

Goldmann, O.; Hertzén, E.; Hecht, A. et al. Inducible cyclooxygenase released 

prostaglandin E2 modulates the severity of infection caused by Streptococcus 

pyogenes. The Journal of Immunology. 2010;185:2372–2381.  

 

Goldshtein, H.; Hausmann, M. J.;Douvdevani, A. A rapid direct fluorescent assay for 

cell-free DNA quantification in biological fluids. Annals of Clinical Biochemistry. 2009; 

46: 488–494. 

 

Gonzalez-Bosc, L. V.; Kurnjek, M. L.; Muller, A.; Terragno, N. A.; Basso, N. Effect of 

chronic angiotensin II inhibition on the nitric oxide synthase in the normal rat during 

aging. J Hypertens 2001, 19:1403-1409. 

 

Gotts, J.; Matthay, M.A. Sepsis: pathophysiology and clinical management. BMJ. 

2016; 23:353-1585. 

 

Gray, G. A.; Schoot, C.; Julou-Schaeffer, G.; Fleming, I.; Parratt, J. R.; Stoclet, J. C. 

The effect of inhibitors of the L-arginine/nitric oxide pathway on endotoxininduced 

loss of vascular responsiveness in anaesthetized rats. Br J Pharmacol 

1991;103:1218-1224. 

 

Green, D.R.; Galluzzi, L.; Kroemer, G. Mitochondria and the autophagy-inflammation-

cell death axis in organismal aging. Science 2011. 333:1109–1112. 

 

Haidara, M. A.; Morsy, M. D.; Abdel-Razek, H. A.; Mikhailidis, D. P.; Isenovic, E. 

R. Effects of l-Canavanine and ozone on vascular reactivity in septicemic rats. 

Journal of Physiology and Biochemistry 2010; 66: 255–264. 

 

Hamilton, C. A.; Brosnan, M. J.; McIntyre, M.; Graham, D.; Dominiczak, A. F. 



    77 
 

 
 

Superoxide excess in hypertension and aging: a common cause of endothelial 

dysfunction. Hypertension 2001; 37:529-534. 

 

Haupt, M. T.; Jastremski, M. S.; Clemmer, T. P.; Metz, C. A.; Goris, G. B. Effect of 

ibuprofen in patients with severe sepsis: a randomized, double-blind, multicenter 

study. Critical Care Medicine. 1991;19:1339–1347. 

 

Hein, O. V.; Misterek, K.; Tessmann, J. P.; Van Dossow, V.; Krimphove.; M, Spies C. 

Time course of endothelial damage in septic shock: prediction of outcome. Crit Care. 

2005;9:323–330. 

 

Heineman, J. M.; Hamrick-King, J.; Sewell, B. S. Review of the aging of physiological 

systems. Gerontological Nursing Competencies for Care. 2010 2010; 2:129-216. 

Henkin, C. S.; Coelho, J. C.; Paganella, M. C.; De Siqueira, R. M.; Dias, F. S. Sepse: 

uma visão atual. Scientia Medica 2009; 3: 135-145. 

 

Hevel, J. M.; White, K. A.; Marletta, M. A. Purification of the inducible murine 

macrophage nitric oxide synthase. Identification as a flavoprotein. J Biol Chem 1991; 

266: 22789-91. 

 

Higuchi, S.; Ohtsu, H.; Suzuki, H. et al. Angiotensin II signal transduction through the 

AT1 receptor: novel insights into mechanisms and pathophysiology. Clin Sci  

2007;112:417-28. 

 

Hilgenfeldt, U.; Kienapfel, G.; Kellermann, W.; Schott, R.; Schmidt, M. Renin-

angiotensin system in sepsis. Clin Exp Hypertens. 1987;17:1493–1504. 

 

Homma, S.; Hirose, N.; Ishida, H.; Ishii, T.; Araki, G. Carotid plaque and intima‐media 

thickness assessed by b‐mode ultrasonography in subjects ranging from young 

adults to centenarians. Stroke 2001; 32: 830–835. 

 

Huet, O. Oxidative stress and endothelial dysfunction during sepsis. Frontiers in 

Bioscience. 2011; 16: 1986. 

 



    78 
 

 
 

Hunyady, L.; Catt, K. J. Pleiotropic at1 receptor signaling pathways mediating 

physiological and pathogenic actions of angiotensin ii. Mol. Endocrinol 2006; 20: 

953-970. 

 

Ince, C.; Mayeux, P. R.; Nguyen, T.; Gomez, H.; Kellum, J. A.; Ospina-Tascón, G. A.; 

Hernandez, G.; Murray, P.; Backer, D. The endothelium in sepsis. Shock. 

2016;45:259-70. 

 

INSTITUTO LATINO AMERICANO DE SEPSE: IMPLEMENTAÇÃO DE 

PROTOCOLO GERENCIADO DE SEPSE PROTOCOLO CLÍNICO Atendimento ao 

paciente adulto com sepse / choque séptico. Revisado em Agosto/18. 

 

Joffre, J.; Hellman J.;  Ince, C.; Ait-Oufella H. Endothelial Responses in Sepsis. Am J 

Respir Crit Care Med 2020;202:361-370. 

 

Johansson, P. I.; Nakahira, K., Rogers, A. J.; McGeachie, M. J.; Baron, R. M.; 

Fredenburgh, L. E.; Christopher, K. B. Plasma mitochondrial DNA and metabolomic 

alterations in severe critical illness. Critical Care 2018; 22:2275-7. 

 

Julou-Schaeffer, G.; Gray, G. A.; Fleming, I.; Schott, C.; Parratt, J. R.; Stoclet, J. C. 

Loss of vascular responsiveness induced by endotoxin involves L-arginine pathway. 

Am J Physiol 1990 259:1038-1043. 

 

Konukoglu, D.; Uzun, H. Endothelial dysfunction and hypertension. 2017; 956:511–

540. 

 

Lakatta, E. G.; Levy, D. Arterial and cardiac aging: major shareholders in 

cardiovascular disease enterprises: Part I: aging arteries: a "set up" for vascular 

disease. Circulation. 2003 ;107:139-46. 

 

Lambden, S.; Creagh-Brown, B. C.; Hunt, J.; Summers, C.; Forni, L. G. Definitions 

and pathophysiology of vasoplegic shock. Critical Care 2018; 22:174. 

 

Lekawanvijit, S.; Kompa, A. R.; Manabe, M.; Wang, B. H.; Langham, R. G.; Nishijima, 



    79 
 

 
 

F.; Kelly, D. J.; Krum, H. Chronic kidney disease-induced cardiac fibrosis is 

ameliorated by reducing circulating levels of a non-dialysable uremic toxin, indoxyl 

sulfate. PLoS One. 2012;7:41281. 

 

Lewis, A. J.; Billiar, T. R.; Rosengart, M.; R. Biology and Metabolism of Sepsis: 

Innate Immunity, Bioenergetics, and Autophagy. Surg Infect (Larchmt). 2016;17:286-

93.  

Liao , W; Zuo, X.; Lin, G.;Zhou, Y.;Fu, Y.;Cai, S.;Wei, P.P.;Liu, Y.X.;Liu, Y.;Ma, 

G.;Bei, J.X. Microbial cell-free DNA in plasma of patients with sepsis: a potential 

diagnostic methodology. Discov Med 2020;29:129-137. 

 

  Liaudet, L.; Rosenblatt-Velin, N.;Pacher, P. Role of peroxynitrite in the 

cardiovascular dysfunction of septic shock. Curr. Vasc. Pharmacol 2013; 11: 196–

207. 

 

Lo, Y. M.; Rainer, T. H.; Chan, L.Y.; Hjelm, N. M.; Cocks, R. A. Plasma DNA as a 

prognostic marker in trauma patients. Clin Chem 2000; 46:319-323. 

 

Lopez, R.M.;Lopez J.E.; López, J.S.et al. Effects of indomethacin on prostanoid 

synthesis and vasomotor responsiveness in endothelium-denuded abdominal and 

thoracic aorts of wistar rats. Clinical and Experimental  Hypertension. 2017, , 39:3, 

210-219. 

 

Lund, D. D.; Brooks, R. M.; Faraci, F. M.; Heistad, D. D. Role of angiotensin II in 

endothelial dysfunction induced by lipopolysaccharide in mice. American Journal of 

Physiology-Heart and Circulatory Physiology. 2007; 293:3726–H3731. 

 

Luou, E.; Wenhong, X.; Liu, W.; Bin, R.; ZHOU, Yingbi. The endothelial 

cyclooxygenase pathway: Insights from mouse arteries. European Journal of 

Pharmacology, v. 780, p. 148–158, 2016. 

 

Mack,  V. E.; Mackrell, P. J.; Concannon, E. M. et al. Blocking prostaglandin E2 after 

trauma attenuates pro-inflammatory cytokines and improves 

survival. Shock. 2000;14:374–379. 



    80 
 

 
 

 

Mantzarlis, K.; Tsolaki, V.; Zakynthinos, E. Role of Oxidative Stress and 

Mitochondrial Dysfunction in Sepsis and Potential Therapies. Oxid Med Cell Longev. 

2017; 2017:5985209.  

 

Marmol, F.; Sanchez, J.; Lopez, D.; Martinez, N.; Rosello-Catafau, J.; Mitjavila, M. T.; 

Puig-Parellada, P. Loss of adaptation to oxidative stress as a mechanism for aortic 

damage in aging rats. J Physiol Biochem 2007; 63:239-247. 

 

Martin, G.S.; Mannino, D. M.; Moss, M. The effect of age on the development and 

outcome of adult sepsis. Crit Care Med. 2006;34:15–21. 

 

Maruchi, Y.; Tsuda, M.; Mori, H.; Takenaka, N.; Gocho, T.; Huq, M. A.; Takeyama, N. 

(2018). Plasma myeloperoxidase-conjugated DNA level predicts outcomes and organ 

dysfunction in patients with septic shock. Critical Care 2018; 22:1-7. 

 

Mastino A, Piacentini M, Grelli S, Favalli C, Autuori F, Tentori L, Oliverio S, Garaci E: 

Induction of apoptosis in thymocytes by prostaglandin E2 in vivo. Dev Immunol 

2(4):263Y271, 1992. 

 

  Mayr, F. B.;  Yende, S.;  Angus, D.C. Epidemiology of severe sepsis. Virulence 

2013; 5:4–11. 

 

Mederle, K.; Schweda, F.; Kattler, V.; Doblinger, E.; Miyata, K.; Höcherl, K.; Castrop, 

H. The angiotensin II AT1 receptor-associated protein Arap1 is involved in sepsis-

induced hypotension. Critical Care 2013; 17:4-130. 

 

Memiş, D.; Karamanlioglu, B.; Turan, A.; Koyuncu, O.; Pamukçu, Z. Effects of 

lornoxicam on the physiology of severe sepsis. Critical Care. 2004;8:474–482. 

 

 Metz, C. A.; Sheagren, J. N. “Ibuprofen in animal models of septic shock. Journal of 

Critical Care 1990; 5: 206– 212. 

 

Michel, T.; Vanhoutte, P.M. Cellular signaling and NO production. Pflugers Arch. 



    81 
 

 
 

2010; 450(6): 807-16 

 

Michelini, L.C.; Rossoni, L.V. Vasomotricidade e Regulação local de fluxo. In: AIRES, 

M.M. Fisiologia. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.cap. 32, p.497- 513. 

 

Mishra, S. K.; & Choudhury, S. Experimental Protocol for Cecal Ligation and 

Puncture Model of Polymicrobial Sepsis and Assessment of Vascular Functions in 

Mice. Traumatic and Ischemic Injury 2018; 161–187. 

 

Mitchell, G.F.; Parise, H.; Benjamin, E. J. et al . Alterações na rigidez arterial e 

reflexão das ondas com o avanço da idade em homens e mulheres saudáveis: o 

Framingham Heart Study . Hipertensão 2004 ; 43 : 1239 – 45. 

 

Mongensen, T. H. Pathogen recognition and inflammatory signaling in innate imune 

defenses. Cli. Microbiol. Ver. 2009;22:240-273. 

 

Mulvany, M. J.; Halpern, W. Contractile properties of small arterial resistance vessels 

in spontaneously hypertensive and normotensive rats. Circulation research. 

1977;41:19–26, 1977. 

 

Narumiya, S.; Sugimoto, Y.; Ushikubi, F. Prostanoid receptors: structures, properties, 

and functions. Physiol Rev. 1999;79:1193–1226.  

 

Nasa, P.; Juneja,  D.;  Singh, O. Severe sepsis and septic shock in the elderly: An 

overview.  World J Crit Care Med. 2012; 4: 23–30. 

 

Neirynck, N.; Glorieux, G.; Boelaert, J.; Schepers, E.; Liabeuf, S.; Dhondt, A.; Massy, 

Z.; Vanholder, R. Uremia-related oxidative stress in leukocytes is not triggered by β2-

microglobulin. J Ren Nutr. 2013 ;23:456-63. 

 

Németh, K.; Leelahavanichkul, A.; Yuen, P. S. T.; Mayer, B.; Parmelee, A.; Doi, 

K.,Mezey, É. Bone marrow stromal cells attenuate sepsis via prostaglandin E2–

dependent reprogramming of host macrophages to increase their interleukin-10 

production. Nature Medicine 2008;15: 42–49.  



    82 
 

 
 

 

Neves, M. F.; Cunha, A. R.; Cunha, M. R.; Gismondi, R. A.; Oigman, W. The Role of 

Renin–Angiotensin–Aldosterone System and Its New Components in Arterial 

Stiffness and Vascular Aging. High Blood Pressure & Cardiovascular Prevention 

2018; 25: 137–145. 

 

Newton, C.R.; Curran, B.; Victorino, G.P. Angiotensin II type 1 receptor activation 

increases microvascular permeability via a calcium dependent process. J Surg Res 

2005;123:33-9. 

 

Nin, N.; El-Assar, M.; Sánchez, C.; Ferruelo, A.; Sánchez-Ferrer, A.; Martínez-Caro, 

L.; Lorente, J. A. Vascular Dysfunction in Sepsis. Shock 2001; 36: 156–161. 

 

Ochoa , J. B.; Udekwu, A. O.; Billiar, T.R.; Curran, R.D.; Cerra, F.B.; Simmons R. L.; 

Peitzman, A. B. Níveis de óxido de nitrogênio em pacientes após trauma e durante 

sepse. Ann Surg. 1991; 17 : 621–626. 

 

Ohtani, R; Ohashi, Y.; Muranaga, K.; Itoh, N.; Okamoto, H. Changes in activity of the 

renin-angiotensin system of the rat by induction of acute inflammation. Life 

Sci. 1989;17:237–241.  

 

Oliveira, T. H. C. et al. Sepsis induced by Staphylococcus aureus: participation of 

biomarkers in a murine model. Med. Sci. Monit. 2015; 21:345-55. 

 

Palmer, R. M. J. The discovery of nitric oxide in the vessel wall: A unifying concept in 

the pathogenesis of sepsis. Arch. Surg. 1993; 128: 396. 

 

Paravicini, T. M.; Touyz, R.M. NADPH Oxidases, Reactive Oxygen Species, and 

Hypertension. Diabetes Care 2008; 31(2). 

 

Parkington, H. C.; Coleman, H. A.; Tare, M. Prostacyclin and endothelium-dependent 

hyperpolarization. Pharmacol Res. 2004;49:509–514. 

 

Patrono, C. Cardiovascular effects of cyclooxygenase-2 inhibitors: a mechanistic and 



    83 
 

 
 

clinical perspective. British Journal of Clinical Pharmacology 2016;82: 957–964. 

 

Perner, A. et al. Sepsis: frontiers in diagnosis, resuscitation and antibiotic therapy. 

Intensive Care Med. 2016;42:1958-1969. 

 

Price, S. A.; Spain, D. A.; Wilson, M. A.; Harris, P. D.; Garrison, R. N. Subacute 

Sepsis Impairs Vascular Smooth Muscle Contractile Machinery and Alters 

Vasoconstrictor and Dilator Mechanisms. Journal of Surgical Research. 1999; 83: 

75–80. 

 

Rainer, T. H.; Wong, L. K.; Lam, W.; Yuen, E.; Lam, N.Y.; Metreweli, C.; Lo, Y. M. 

Prognostic use of circulating plasma nucleic acid concentrations in patients with 

acute stroke. Clin Chem 2003 ;49:562-569. 

 

 Rajendran,  P.; Rengarajan, T.; Thangavel, J.; Nishigaki, Y.; Sakthisekaran, D.; 

Sethi, G.;  Nishigaki, I. The vascular endothelium and human diseases.  Int J Biol Sci. 

2013;9:1057-69. 

 

Ramos, K. S. Vascular toxicology: a cellular and molecular perspective. In: 

Cardiovascular Toxicology 1992; 2: 483- 516. 

 

Reid, V. L.; Webster, N. R. Role of microparticles in sepsis. Brit J Anaest. 

2012;109:503–513. 

 

Riedo, F. X.; Munford, R.S.; Campbell, W. B.; Reisch, J. S.; Chien, K. R.; Gerard, R. 

D. Deacylated lipopolysaccharide inhibits plasminogen activator inhibitor-1, 

prostacyclin, and prostaglandin E2 induction by lipopolysaccharide but not by tumor 

necrosis factor-alpha. J Immunol. 1990;144:3506–3512. 

 

Rodriguez-Mañas, L.; El-Assar, M.; Vallejo, S.; Lopez-Doriga, P.;Solis, Rubio-

Gayosso, I.; Platts, S.H.; Duling, B. R. Reactive oxygen species mediate modification 

of glycocalyx during ischemia-reperfusion injury. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 

2006;290:2247–2256. 

 



    84 
 

 
 

Ruggeri,  P.; Nicocia, G.; Venza, I.; Venza, M.; Valenti, A.; Teti, D. Polyamine 

metabolism in prostaglandin E2Ytreated human T lymphocytes. Immunopharmacol 

Immunotoxicol 2000; 22:117-129. 

 

Russel, J. A. management of sepsis. N.Engl J med. 2006; 355:1699-713. 

 

Saito, H.; Papaconstantinou, J. Age-associated differences in cardiovascular 

inflammatory gene induction during endotoxic stress. J Biol Chem. 2001; 276:29307–

29312. 

 

Salgado, D. R.; Rocco; J. R., Silva, E.; Vincent, J.-L.  Modulation of the renin–

angiotensin–aldosterone system in sepsis: a new therapeutic approach? Expert 

Opinion on Therapeutic Targets,2009 14:11–20. 

 

Sandgren, T.; Sonesson, B.; Ahlgren, R.;Lanne, T. Factors predicting the diameter of 

the popliteal artery in healthy humans. J Vasc Surg 1998; 28: 284–289.  

 

Sandgren, T.; Sonesson, B.; Ahlgren, R.;Lanne, T. The diameter of the common 

femoral artery in healthy human: influence of sex, age, and body size. J Vasc Surg 

1999, 503–510. 

 

Scheschowitsch, K.; Moraes, J. A.; Sordi, R.; Barja-Fidalgo, C.;Assreuy, J. . Rapid 

NOS-1-derived nitric oxide and peroxynitrite formation act as signaling agents for 

inducible NOS-2 expression in vascular smooth muscle cells. Pharmacological 

Research 2015 100, 73–84. 

 

Schrier, R. W.; Wang, W. Acute renal failure and sepsis. N Engl J Med 

2004;351:159-69. 

 

Schwartz, J. B.; Zipes, D. P. Cardiovascular Disease in the Elderly. 9th ed. 

Philadelphia, PA: Saunders; 2011. 

 

Serezani,  C. H.; Chung, J.; Ballinger, M. N.; Moore, B. B.; Aronoff, D. M.; Peters-

Golden, M. Prostaglandin E2 suppresses bacterial killing in alveolar macrophages by 



    85 
 

 
 

inhibiting NADPH oxidase. Am J Respir Cell Mol Biol 2007;37:562-570. 

 

Seymour, C. W.; Liu, V.X.; Iwashyna, T.J.; Brunkhorst, F.M.; Rea, T.D.; Scherag, A.; 

Rubenfeld, G.; Kahn, J.M.; Shankar-Hari, M.; Singer, M.; Deutschman, C. S.; 

Escobar, G. J.; Angus, D. C Assessment of Clinical Criteria for Sepsis: For the Third 

International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3). JAMA, 

2016, 315(8), 762-774. 

 

Shankar-Hari, M.;  Phillips, G. S.;  Levy, M.L.;  Seymour, C.W.;  Liu, V. X.;  

Deutschman, C. S.;  Angus, D. C.;  Rubenfeld, G. D.;  Singer, M. Developing a New 

Definition and Assessing New Clinical Criteria for Septic Shock: For the Third 

International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3). JAMA. 

2016;315:775-87.  

 

Short, B. L.; Gardiner, M.; Walker, R. I.; Jones, S. R.; Fletcher, J.R. Indomethacin 

improves survival in gram-negative sepsis. Advances in Shock Research. 1981;6:27–

36. 

 

Sibbald, W. J.; Fox, G.; Martin, C. Abnormalities of Vascular Reactivity in the Sepsis 

Syndrome. Chest, 1991 100: 155–159. 

 

Singer, M.;  Deutschman, C. S.;  Seymour, C. W.;  Shankar-Hari, M.;  Annane, D.;  

Bauer, M.;  Bellomo, R.;  Bernard, G. R.;  Chiche, J. D.; Coopersmith, C. M.;  

Hotchkiss, R. S.;  Levy, M. M.;  Marshall, J. C.;  Martin, G. S.;  Opal, S. M.;  

Rubenfeld, G. D.;  Poll, T.;  Vincent, J.L.;  Angus, D.C. The Third International 

Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3). JAMA. 

2016;315:801-10. 

 

Soerensen, K. E.; Olsen, H. G.; Skovgaard, K.; Wiinberg, B.; Nielsen, O. L.; Leifsson, 

P. S.; Iburg, T. M. Disseminated Intravascular Coagulation in a Novel Porcine Model 

of Severe Staphylococcus aureus Sepsis Fulfills Human Clinical Criteria. Journal of 

Comparative Pathology. 2013; 149:463–474. 

 

Starr, M. E.; Ueda, J.; Takahashi, H. et al. Age-dependent vulnerability to 



    86 
 

 
 

endotoxemia is associated with reduction of anticoagulant factors activated protein C 

and thrombomodulin. Blood. 2010; 115:4886–4893. 

 

Stuart, M. J.; Setty, Y.; Walenga, R. W.; Graeber, J. E.; Ganley, C. Effects of 

hyperoxia and hypoxia on vascular prostacyclin formation in 

vitro. Pediatrics. 1984;74:548–553. 

Stuehr, D.J.; Cho, H. J.; Kwon, N. S.; Weise, M. F.; Nathan, C. F. Purification and 

characterization of the cytokine-induced macrophage nitric oxide synthase: an 

FADand FMN-containing flavoprotein. Proc Natl Acad Sci U S A. 1991; 88: 7773-7. 

 

Suberviola, B.; Rodrigo, E.; Gonzalez-Castro, A.; Serrano, M.. Heras, M.; 

CastellanosOrtega, A. Association between exposure to angiotensin-converting 

enzyme inhibitors and angiotensin receptor blockers prior to septic shock and acute 

kidney injury. Med. Int. 2017; 41: 21–27. 

 

Sun,  K.; Jiang, P.; Chan, K. C.; Wong, J.; Cheng, Y. K.; Liang, R. H.; Chan, W. K.;  

Chan, S. L.; Cheng, S. H.; Chan, R. W.; Tong, Y. K.; Wong, R. S.; Hui, D. S.; Leung, 

T. N.; Leung ,T. Y.; Lai, P. B.; Chiu, R. W.; Lo, Y. M. Plasma DNA tissue mapping by 

genome-wide methylation sequencing for noninvasive prenatal, cancer, and 

transplantation assessments. Proc Natl Acad Sci U S A 2015; 112:5503-5512. 

 

Terborg, C.; Schummer, W.; Albrecht, M.; Reinhart, K.; Weiller, C.;Röther, 

J. Dysfunction of vasomotor reactivity in severe sepsis and septic shock. Intensive 

Care Medicine,2001; 27: 1231–1234. 

 

Tesauro, M.;  Mauriello, A.;  Rovella, V.;  Annicchiarico-Petruzzelli, M.;  Cardillo, 

C.;Melino, G.;Di, N. Arterial ageing: from endothelial dysfunction to vascular 

calcification. J Intern Med. 2017 ;281:471-482. 

 

Thijssen, D.; Carter, S.; Green, D. Arterial structure and function in vascular ageing: 

are you as old as your arteries? J Physiol. 2016; 594:2275-84. 

 

Tucsek, Z.; Gautam, T.;  Sonntag, W. E.;  Toth, P.;   Saito, H.;   Salomao, R.;   

Szabo, C.;   Csiszar, A.;   Ungvari, Z. Aging Exacerbates Microvascular Endothelial 



    87 
 

 
 

Damage Induced by Circulating Factors Present in the Serum of Septic Patients. J 

Gerontol A Biol Sci Med Sci. 2013;  68: 652–660. 

 

Umberger, R.; Callen, B.; Brown, M. L. Severe sepsis in older adults. Crit Care Nurs 

Q.  2015;38 :259-70. 

 

Ungvari, Z.; Bailey-Downs, L.; Sosnowska, D.; Gautam, T.; Koncz, P.; Losonczy, G.; 

Ballabh, P.; de Cabo, R.; Sonntag, W. E.; Csiszar, A. Vascular oxidative stress in 

aging: a homeostatic failure due to dysregulation of NRF2-mediated antioxidant 

response. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2011; 301:363-372. 

 

 Ungvari, Z.; Tarantini, S.; Kiss, T.;  Wren, J.; Giles, C.; Griffin, C.; Murfee, W.;  

Pacher, P.; Csiszar, A. Endothelial dysfunction and angiogenesis impairment in the 

ageing vasculature. Nat Rev Cardiol. 2018;15:555-565.  

 

Vallet, B. Bench-to-bedside review: endothelial cell dysfunction in severe sepsis: a 

role in organ dysfunction? Crit Care. 2003;7:130–138. 

 

Van den Munckhof,  I.; Scholten, R.; Cable, N.T.; Hopman, M.T.; Green, D.J.; 

Thijssen, D. H. Impact of age and sex on carotid and peripheral arterial wall 

thickness in humans. Acta Physiol 2012; 206: 220–228. 

 

Van Thiel, B. S.; Van der Pluijm, I.; Te Riet, L.;Essers, J.;  Danser, A. H. J. The 

renin–angiotensin system and its involvement in vascular disease. European Journal 

of Pharmacology, 2015, 763, 3–14. 

 

Vane, J. R.; Anggsrd, E. E.; Botting, R. M. Regulatory functions of the vascular 

endothelium. The New England Journal of Medicine 1990; 323: 27-36. 

 

Vlachopoulos, C.; Aznaouridis, K.; Stefanadis, C. Prediction of cardiovascular events 

and all‐cause mortality with arterial stiffness: a systematic review and meta‐analysis. 

J Am Coll Cardiol 2010; 55:1318–1327. 

 

Walborn, A.; Rondina, M.;  Mosier, M.; Fareed, J.; Hoppensteadt, D. Endothelial 



    88 
 

 
 

Dysfunction Is Associated with Mortality and Severity of Coagulopathy in Patients 

with Sepsis and Disseminated Intravascular Coagulation. Clin Appl Thromb Hemost  

2019 ; 25 :107-11. 

 

Wang , P.; Zhou,M.;Cioffi,W.G.; Bland,K.I.; Ba,Z.F.;Chaudry, I.H. Is prostacyclin 

responsible for producing the hyperdynamic response during early sepsis? Crit Care 

Med. 2000 ;28:1534-9. 

 

Wang, M.; Monticone, R.E.; Lakatta, E. G. Arterial aging: a journey into subclinical 

arterial. Curr Opin Nephrol Hypertens 2010; 19:201-7. 

 

Weinbaum, S.; Tarbell, J. M.; Damiano, E. R. The structure and function of the 

endothelial glycocalyx layer. Annu Rev Biomed Eng. 2007;9:121–167. 

 

Wright, D. H.; Abran, D.; Bhattacharya, M.; Hou, X.; Bernier, S. G.; Bouayad, A.; 

Fouron, J. C.; Vázquez-Tello, A.; Beauchamp, M. H.; Clyman, R. I.; Peri, K.; Varma, 

D. R.; Chemtob, S. Prostanoid receptor: ontogeny and implications in vascular 

physiology. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 2001; 281: 1343-1360. 

 

Xin, Y.; Gao, X.; Wang, W.; Xu, X.; Yu, L.; Ju, X.; Li, A. Circulating cell-free DNA 

indicates M1/M2 responses during septic peritonitis. Biochemical and Biophysical 

Research Communications. 2016; 477: 589–594. 

 

Xu, X.; Wang, B.; Ren, C.; Hu, J.; Greenberg, D. A.; Chen, T.; Jin, K. Recent 

Progress in Vascular Aging: Mechanisms and Its Role in Age-related Diseases. 

Aging and Disease,2017; 8:486-91. 

 

Yamamoto, K.; Shimokawa, T.; Yi, H. et al. Aging accelerates endotoxin-induced 

thrombosis: increased responses of plasminogen activator inhibitor-1 and 

lipopolysaccharide signaling with aging. Am J Pathol. 2002; 161:1805–1814 

 

Yi. C.; Cao, Y.; Mao S.H. et al. Recombinant human growth hormone improves 

survival and protects against acute lung injury in murine Staphylococcus aureus 

sepsis. Inflamm Res. 2009;58:855–62. 



    89 
 

 
 

 

Yuyun, M. F.; Leong, L. Endothelial dysfunction, endothelial nitric oxide 

bioavailability, tetrahydrobiopterin, and 5- methyltetrahydrofolate in cardiovascular 

disease. Where are we with therapy? Microvascular research, 2018;119: 7–12. 

 

Zeerleder,  S.; Zwart, B.; Wuillemin, W. A.; Aarden, L. A.; Groeneveld, A. B.; Caliezi, 

C.; Van Nieuwenhuijze, A. E.; Van Mierlo, G. J, Eerenberg, A. J.; Lammle ,B.; Hack, 

C. E. Elevated nucleosome levels in systemic inflammation and sepsis. Crit Care 

Med 2003; 31:1947-1951. 

 

Zhou, M.; Wang, P.; Chaudry, I. H. Endothelial nitric oxide sythase is downregulated 

during hyperdynamic sepsis. Biochim. Biophys. Acta 1997 ;1335:182. 

 

Zuurbier, C.; Vink, H.; Koeman, A.; Demirci, C.; Ince, C. Short-term hyperglycemia 

increases endothelial glycocalyx permeability and decreases lineal density of 

capillaries with flowing RBC’s. J Appl Physiol. 2005;99:1471–1476. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    90 
 

 
 

9 SUBPROJETOS 

 

Os anexos I, II, III e IV foram outros projetos que participei durante meu doutorado. 

 

O artigo do ANEXO I é um subprojecto do projeto principal do meu doutoramento 

que já foi publicado. Os artigos do ANEXO II, III e IV são colaborações que fiz neste 

período na temática de DNA livre circulante no contexto da sepse, molécula que 

também avaliei no meu projeto, e que faz parte das linhas de pesquisa de minha 

orientadora. 
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10 ANEXO I 

 

10.1 O POTENCIAL DA ESPECTROSCOPIA FT-IR PARA MELHORAR OS 

CUIDADOS DE SAÚDE NA SEPSE  

 

         O diagnóstico precoce de doenças e o manejo das condições agudas são 

vitais para melhorar as chances de sobrevida. A sepse é uma delas, responsável 

aproximadamente por 5 milhões de óbitos anualmente (FLEISCHMANN, 2016). A 

síndrome séptica tem diferentes graus de gravidade, que se dividem em infecção, 

sepse e choque séptico, tendo o diagnóstico correto e precoce como ponto chave 

para eficácia no tratamento e recuperação do paciente (SINGER, 2016). Atualmente, 

o diagnóstico precoce é realizado pela avaliação das alterações do estado clínico, 

mental, funcional, dos sinais vitais e por meio de escores clínicos, como o SOFA 

(Sepsis-related Organ Failure Assessment) e qSOFA (quick SOFA) 

(FLEISCHMANN, 2016).  No entanto, a busca por um marcador bioquímico, ou 

qualquer ferramenta diagnóstica, que possa ser usada para confirmar prontamente a 

infecção e o início da sepse tem sido fonte de intensas pesquisas (PIERRAKOS, 

2010).  

        A busca por melhores técnicas de diagnóstico clínico, que permita 

monitoramento dos pacientes, com técnicas rápidas de menor invasão e de baixo 

custo, é sem dúvida, um dos principais desafios para melhorar o conforto, viabilidade 

e diagnóstico do paciente. Uma gama de abordagens espectroscópicas para análise 

e diagnóstico da sepse foi recentemente explorada. Espectroscopias de absorção 

Raman e infravermelho têm, em geral, atraído muita atenção nas últimas décadas 

para aplicações biomédicas (ELUMALAI, 2014; ELUMALAI, 2017; ROY, 2020) e, 

particularmente, mais recentemente para análise de biofluidos, incluindo saliva, bile, 

leite materno, suco pancreático, lágrimas, sangue, urina (ESSENDOUBI, 2007; 

RODRIGUES, 2021; BONNIER, 2014; BAKER, 2016; YUNANTO, 2019). 

         A espectroscopia de absorção infravermelha com transformada de Fourier 

(FTIR) tem sido empregada para detecção precoce da sepse neonatal (YUNANTO, 

2019) e análise dos órgãos e soro de camundongos submetidos à sepse (GAUTAM, 

2016; BATTY, 2019) . Ademais, a análise de amostras em  FTIR,  forneceu 

informações valiosas sobre os desequilíbrios bioquímicos associados à sepse, 

incluindo alterações na proporção de carboidratos, lipídeos e proteínas além do 
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aumento do DNA, em soro de camundongos sépticos (SUHARTONO, 2018). 

        Neste contexto, desenvolvemos em colaboração, um projeto piloto para 

identificar amostras de plasma animal em estado de sepse ou não, através da 

técnica de FTIR, que permite análises quanto a mudanças de perfil bioquímico em 

biofluídos. Para isso utilizamos um um modelo de peritonite infecciosa causada pela 

inoculação de Staphylococcus aureus em cavidade peritoneal. Este modelo foi 

capaz de induzir sepse em camundongos com 3 meses de idade da espécie Balb-c, 

após 24 horas de sua indução. A técnica experimental foi realizada por meio de 

amostras triplicatas de plasma, que foram processadas no espectômetro. Para 

análise estatística, análise de componentes principais (PCA) e análise discriminante 

linear (LDA) foram aplicadas.  

Nossos achados da análise espectroscópica através do FTIR em plasma de 

camundongos sépticos, indicam que há alteração marcante nos compostos de 

ácidos graxos e lipídeos quando comparados aos grupo controle, com possibilidade 

de diferenciar claramente um padrão amostral entre os grupos estudados. Este é um 

primeiro passo para o avanço dos estudos em áreas de diagnóstico e tratamento da 

sepse que ainda não foram respondidas, como diagnóstico de diferenciação da 

síndrome da resposta inflamatória sistêmica, classificação de gravidade ou até 

monitoramento da resposta terapêutica. 
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11 ANEXO II 

 

11.1 ESTUDOS DE BIOMARCADORES DA SEPSE: DNA LIVRE CIRCULANTE 

 

O diagnóstico de sepse permanece como um grande desafio para profissionais da 

área de saúde, e até o momento, não há nenhum padrão ouro para o diagnóstico de 

sepse. Novos biomarcadores, como o cfDNA, vendo sendo estudados em sepse 

para melhorar o diagnóstico e permitir intervenção precoce. 

Na sepse, o reconhecimento do diagnóstico precoce, severidade da síndrome 

sistêmica, bem como uma melhor estratificação dos pacientes com quadro séptico, 

são de grande importância. Portanto, a busca por um biomarcador ideal que possa 

ser usado com facilidade para confirmar a presença de infecção e sepse, tal como a 

troponina no diagnóstico de injúria miocárdica, tem sido alvo de pesquisas em todo o 

mundo. 

Nos últimos anos, o cfDNA vem sendo estudado como um biomarcador em diversas 

áreas, sendo encontrado em diferentes fluidos corporais, como sangue, urina, líquor 

(AUCAMP et al, 2018) 

Nos últimos anos, vem aumentando, de forma significativa, o número de pesquisas 

que investigam o cfDNA como biomarcador em diversas condições clínicas, 

incluindo pacientes com sepse (SAUKKONEN, et al, 2008, PIERRAKOS et al, 2010). 

Os principais objetivos destes estudos do cfDNA como novo biomarcador foram para 

avaliar o cfDNA como marcador de prognóstico de gravidade e mortalidade nos 

pacientes sépticos internados em UTI e comparar seus níveis em pacientes com ou 

sem sepse. 

Neste contexto, estudamos a presença do cfDNA como marcador de gravidade em 

todas as classes de sepse, visto que a grande maioria dos estudos correlacionam 

cfDNA com mortalidade e não gravidade. Foram também incluídos no estudo, 

pacientes com infecção, em virtude da inexistência de dados na literatura de cfDNA 

nesta condição. Na avaliação de mortalidade, foi avaliado a mortalidade hospitalar 

geral e não somente pacientes internados em UTI. 

Os achados demonstraram que o cfDNA foi um preditor independente de gravidade 

em pacientes sépticos, com critérios mais elevados em pacientes com sepse / 

choque comparadas ao grupo infecção, porém ainda com acurácia inferior ao SOFA 

pela análise da curva ROC, um escore clínico muito utilizado na prática clínica, 
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inclusive para classificar disfunção orgânica da sepse. 

 

Em uma análise de subgrupo, pacientes com infecção que evoluiram com pior 

desfecho (sepse ou choque séptico), apresentaram níveis superiores de cfDNA 

colhidos no primeiro dia, em comparação com o grupo de infecção que não evoluiu 

com disfunção orgânica. Este dado, apesar da amostra reduzida, merece ser melhor 

investigado, já que praticamente não existem relatos na literatura de desfecho nos 

pacientes com somente infecção. 
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12 ANEXO III 

 

12.1 ARTIGO PUBLICADO 
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13 ANEXO IV 

 

13. 1 TRABALHO ACEITO EM REVISTA EM CIENTÍFICA 

  

                                                                                                                                     



    108 
 

 
 

                                                                                                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 



    109 
 

 
 

 

 

 

 

 



    110 
 

 
 

 

 

 

 

 

 



    111 
 

 
 

 

 

 



    112 
 

 
 

 

 

 

 



    113 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    114 
 

 
 

 

 

 

 



    115 
 

 
 

 

 

 

 



    116 
 

 
 

 



    117 
 

 
 

 

 

 

 



    118 
 

 
 

 

 

 

 

 



    119 
 

 
 

 

 

 

 

 

 



    120 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



    121 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 


