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RESUMO

A sepse é uma sindrome que acomete milhdes de pessoas todos os anos, na qual
ocorre uma resposta exagerada do organismo a uma infecgdo. O agravamento da
sepse origina o choque séptico, caracterizado por hipotenséo e hiporresponsividade
vascular a agentes vasopressores. Estudos anteriores sugerem a participacédo da S-
nitrosilacdo proteica na manutencdo da hipotensdo em animais sépticos. A S-
nitrosilagdo geralmente resulta em perda da fungao de receptores e proteinas de
sinalizacado, relacionados a resposta aos vasoconstritores. A utilizacdo de agentes
denitrosilantes parece ser uma opgao plausivel para reverter este problema. O tempol
€ um antioxidante ciclico e acreditamos que ele tenha ac¢ao denitrosilante. Neste
trabalho foram utilizados camundongos C57BL/6j com a sepse induzida por ligadura
com pungao de ceco (CLP). Os animais foram divididos em trés grupos: Controle, CLP
e CLP + Tempol. Os dados hemodinamicos dos animais foram avaliados apés 10 h
do procedimento cirurgico, com os animais acordados. O grupo CLP + Tempol recebia
o tempol intravenoso e apds 2 h eram feitas as curvas de dose-resposta com
noradrenalina. Entdo, os animais eram eutanasiados e as seguintes amostras
colhidas: aorta, coracao, figado e sangue. A partir destas amostras foram realizadas
analises, como a nitrosilagao total, a nitrosilagdo das proteinas quinase A (PKA) e C
(PKC), avali¢gdes de dano tecidual e de estresse oxidativo. Ao avaliar a presséao arterial
sistélica dos diferentes grupos, o grupo CLP + Tempol apresentou maior elevagéo
pressoérica, até mesmo quando comparado com o grupo Controle. Foi possivel
verificar que em diferentes tecidos a S-nitrosilagdo foi maior no grupo CLP.
Corroborando achados de outros trabalhos, onde mostraram a participacdo da
nitrosilagao na fisiopatologia da sepse. Além disso, sugerindo o envolvimento da S-
nitrosilagdo na hiporresponsividade vascular, que foi revertida com a utilizagcado do
tempol. Alguns tecidos apresentaram maior nitrosilagdo no grupo CLP, como também
menor expressao de PKC deste mesmo grupo. Nas avaliagdes de estresse oxidativo
o grupo CLP + Tempol apresentou um efeito antioxidante, reduzindo o dano por
estresse oxidativo. Estes resultados sugerem que o tempol atue como denitrosilante
e que a reducao da nitrosilacdo proteica restaura a resposta a noradrenalina, com
aparente envolvimento da nitrosilagao da PKA e PKC. No entanto, ainda € necessario
avaliar de maneira mais detalhada o efeito da reversao da nitrosilacéo na sepse.

Palavras-chave: 6xido nitrico; choque séptico; tempol; S-nitrosilagcao.



ABSTRACT

Sepsis is a syndrome that affects millions of people every year, in which occurs an
exaggerated response of the body to an infection. The worsening of sepsis leads to
septic shock, characterized by hypotension and vessel hyperresponsiveness of
vasopressors agents. Previous studies indicate the participation of protein S-
nitrosylation in the maintenance of hypotension in septic animals. S-nitrosylation
usually results in the loss of receptors functions and signaling proteins which are
related to vasoconstrictors response. The utilization of denitrosylant agents seems like
a plausible option to revert this problem. The tempol is a cyclic antioxidant and we
believe that it has a denitrosylant action. In this work were used C57BL/6j mice with
induced sepsis by cecal ligation and puncture (CLP). The animals were divided in three
groups: Control, CLP and CLP + Tempol. The hemodynamic data of the animals was
evaluated in awake animals 10 h after the sepsis induction. The CLP + Tempol group
received the intravenous tempol and after 2 h a dose-response curve to norepinephrine
was performed. Then, the animals were euthanized, and samples were collected:
aorta, heart, liver and blood. Analyzes were carried out from these samples, such as
total nitrosylation, protein kinase A (PKA) and C (PKC) nitrosylation, tissues
dysfunction and oxidative stress. In the systolic blood pressure evaluation, it was
possible to obtain expressive values of increase in the pressure of the CLP + Tempol,
these highers than the Control group. That S-nitrosylation was higher in various tissues
of the CLP group, supporting other studies that have shown the involvement of
nitrosylation in sepsis pathophysiology. Furthermore, implying the involvement of S-
nitrosylation in hyporesponsiveness, which was reversed with the use of tempol. Some
tissues present improved nitrosylation in the CLP group, as well as lower PKC
expression in the same group. In the oxidative stress evaluations, the CLP + Tempol
group exhibited an antioxidant effect, decreasing the oxidative stress damage. This
result suggests that the tempol behaves like a denitrosylant and the reduction of the
protein nitrosylation restores the norepinephrine response, with possible participation
of the PKA and PKC nitrosylation. However, it is still required to evaluate in a more
detailed way the effect of the reversal of nitrosylation in sepsis.

Keywords: nitric oxide; septic shock; tempol; S-nitrosylation.
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1 INTRODUGAO

A sepse € uma sindrome caracterizada por uma resposta inflamatéria
exacerbada do organismo a infec¢do, que gera lesées em diferentes 6rgaos [1]. O
agravamento no quadro da sepse leva ao choque séptico, no qual ocorre
hiporreatividade vascular e hipotensao persistente, entre outros fatores, o que resulta
no aumento da mortalidade [2]. Anualmente 31,5 milhdes de pessoas desenvolvem
sepse no mundo, 19,4 milhdes evoluem para choque séptico e dessas 5,3 milhdes
vem a obito [3], [1]. No Brasil o periodo médio que um paciente com sepse permanece
internado é de 10 dias, desses pacientes cerca de 44% vém a 6bito por complicagbes
no quadro [4].

O diagndstico da sepse é complexo e sua evolugao envolve diferentes tecidos
e sistemas, como o parénquima de 6rgaos, o sistema imune, as células da micrdglia,
0s neurdnios o endotélio da microcirculagao e a cascata de coagulacao [1]. A sepse
pode ser identificada através do SOFA (Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure
Assessment Score), que compreende a avaliagdo de parametros, como: pressao
parcial de oxigénio, fracdo inspirada de oxigénio, plaquetas, bilirrubina, pressao
arterial média, doses administradas de catecolaminas na ultima hora, escala de coma
Glasgow, creatinina e volume de urina [5]. Quando o paciente soma 2 pontos ou mais
nesses parametros é classificado como paciente séptico.

O choque séptico esta associado a necessidade da utilizagao de infusdo com
catecolaminas, no entanto, sem grande aumento da pressédo arterial, com esta
permanecendo proxima a 65 mmHg. Outro indicio do choque séptico é quando o nivel
de lactato sérico esta acima de 18 mg/dL (2 mmol/L) [5]. O quanto antes a sepse for
diagnosticada e o tratamento iniciado, menores as sequelas e menores a chance de
evoluir para o choque séptico [6]. No tratamento da sepse se fornecem condigdes de
suporte a vida buscando a restauragdo da perfusdo tecidual, para estabilizar o
paciente e favorecendo a oxigenacgao, para reestabelecer as fungdes organicas [6].

Durante a sepse ocorre a bacteremia e a endotoxemia, ambas resultam na
produgéo exacerbada de o6xido nitrico (NO) [7]. O 6xido nitrico € sintetizado por
enzimas conhecidas como as o6xido nitrico sintases (NOS). As NOS catalisam a
sintese de 6xido nitrico (Figura 1) através da oxidagao da L-arginina em L-citrulina [8].

Existem trés isoformas dessas enzimas, sendo elas: 6xido nitrico sintase neuronal
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(nNOS) ou NOS 1, 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) ou NOS2 e éxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) ou NOS 3 [7], [9].

A nomenclatura utilizada para as 6xido nitrico sintases foi relacionada com a
sua localizagdo quando foram descobertas, mas hoje se sabe que elas estédo
presentes em diferentes tecidos, adotando-se a nomenclatura acompanhada da
numeracao [2], [9], [10], [11]. As principais diferengas entre essas enzimas estao nas
localizagdes, expressdo e dependéncia ou ndo de calcio (Ca?*) para a sua ativago,

conforme o Quadro 1, abaixo:

Quadro 1 - Isoformas das 6xido nitrico sintases e principais caracteristicas

Dependéncia

Isoformas Localizagao Expressao
¢ P de Ca?*

Tecido neuronal, musculatura lisa

nNOS/NOS 1
vascular

Constitutiva Dependente

Macrofagos, hepatdcitos, células da
musculatura lisa, células da glia,

iNOS/NOS 2 L o Induzivel  Independente
astrocitos, neurdnios e
cardiomiocitos
eNOS/NOS 3 FIBRBIIMENIEIENLE ie HEl Constitutiva Dependente

endotelial
Fonte: Elaborada pela autora [2], [9], [12].

Fisiologicamente o 6xido nitrico age em diversos sistemas, como: no controle
do ténus vascular [13], [14], na inibigdo da agregacéo plaquetaria [14], [15] e na
adesao de neutrofilos no tecido endotelial [14], [16], diminui a atividade glicolitica
relacionada com a lesdo de reperfusdo e na neurotoxicidade, inibe a respiragao
mitocondrial [14], [17] e esta envolvido nos sistemas reprodutivos feminino e

masculino [14].
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Figura 1 - Vias de sintese do NO e seus metabdlitos
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Descreve a via classica de sintese do 6xido nitrico (NO), através da L-arginina com a agdo das NOS.
Elencando seus metabdlitos: o nitrato (NO3) e o nitrito (NO2"), como também, suas participa¢cdes nas
vias entero-salivar e tecidual na sintese do NO. Apds descreve a oxidagao do nitrato, que podendo ser
eliminado pelos rins ou ser absorvido pelas glandulas salivares e excretado na saliva. Além disso, o
nitrato pode ser suplementado por uma dieta de vegetais ricos em nitratos. Em meio acido parte do
nitrato é reduzido em nitrito, podendo ser convertido em NO ou ser absorvido no intestino como nitrato
e nitrito. Em casos de hipoxia tecidual o NO2 é convertido em NO, por vias enzimaticas e nao
enzimaticas. Fonte: Referéncia [18]. icones disponiveis em BioRender.com.

No sistema imune auxilia no controle de agentes patogénicos e em reagdes
citotoxicas, atua também como neurotransmissor e modula a inflamagao em diferentes
sistemas [19]. Em resposta a sepse os metabdlitos do NO sintetizado pela NOS 2, séo
utilizados no combate de diferentes patdégenos, sendo os principais: o peréxido de
hidrogénio (H202), o superéxido (O27) e o peroxinitrito (ONOO") [20]. A NOS 2 é a
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principal éxido nitrico sintase envolvida na sepse, pois € capaz de sintetizar de 500 a
1000 vezes mais NO por minuto quando comparada com as NOS 1 e NOS 3, estando
fortemente associada a situagbes em que grandes quantidades de 6xido nitrico s&o
sintetizadas resultando em toxicidade [21].

O 6xido nitrico € uma molécula instavel, pouco lipofilica e possui um elétron
desparelhado, sua meia vida nos tecidos biolégicos € de 3 a 5 segundos convertendo-
se nos metabdlitos nitrito (NO2") e nitrato (NO3") [11]. O nitrato e o nitrito sdo estaveis
por mais tempo, por este motivo quando se busca quantificar o 6xido nitrico de forma
indireta se quantificam os seus metabdlitos [11]. Quando a concentragdo de oxigénio
nos tecidos baixa o NO é formado através dos seus metabdlitos, por vias teciduais e
enzimaticas como: através da deoximioglobina, da xantina oxidase (XOR), de enzimas
da cadeia mitocondrial e de prétons. Esses mecanismos sdo importantes em
diferentes sistemas bioldgicos [18], [8], [22] (Figura 1).

Um ambiente com excesso de NO, resulta no aumento da S-nitrosilagéo de
proteinas. A S-nitrosilacdo das proteinas durante a sepse € um exemplo de acao
indesejada do NO, e acontece quando ha grande concentragdo de o6xido nitrico
permitindo a formacéao dos seus intermediarios, como o trioxido de dinitrogénio (N203)
e o nitrosénio (NO*) que podem formar os nitrosotidis [23]. E ao se ligarem ao
grupamento tiol livre das cisteinas presentes nas proteinas formam a S-nitrosilacéao
[24]. Durante a endotoxemia na sepse, ocorre o aumento na concentragdo de
proteinas S-nitrosiladas em diferentes amostras, como plasma, eritrécitos, figado,
pulmao, coracao, rins e cérebro. Ademais, foi constatado que locais onde tinham
menor concentragao de ascorbato eram os mais afetados com a S-nitrosilacao [20].

A S-nitrosilagédo interfere na atividade original da proteina a qual se ligou,
como também em segundos mensageiros desta proteina, podendo conferir novas
acgdes ou inibindo a ativagao de vias [25]. Na sepse a S-nitrosilacao esta elevada no
plasma e nos eritrécitos [25], estudos anteriores demonstraram que o aumento de
proteinas s-nitrosiladas nos vasos esta associado a hiporresponsividade vascular a
agentes vasopressores [26], [27].

As espécies nitrosiladas em condigdes fisioldgicas podem ser reguladas por
diversas enzimas, entre elas a s-nitrosoglutationa (GSNO) redutase. A GSNO
redutase € uma enzima que atua fazendo denitrosilacdo de proteinas, auxiliando a
regular o tdnus vascular e a contratilidade cardiaca, com conhecida interagdo com o

receptor B-adrenérgico demonstrando, portanto, importante participagdo na
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manutencgao da fungao cardiovascular [28]. Além do conhecido aumento da produgao
de o6xido nitrico na sepse [20], um estudo feito com modelo de sepse em animais
nocaute para a GSNO redutase, resultou em maior dano tecidual e mortalidade,
associados a niveis elevados de proteinas nitrosiladas [29], [30].

A nitrosilagao de receptores transmembrana e enzimas intracelulares podem
diminuir a resposta a vasoconstritores [31]. Ja foi demonstrado que a S-nitrosilagéo
dos receptores a1-adrenérgico e 1-adrenérgico resulta na redugéo da resposta aos
agonistas [27], [32]. A diminuigdo na resposta aos agonistas pode ocorrer também
pela agao da B-arrestina que leva a internalizagao dos receptores de membrana ou
pela dessensibilizacado dos receptores [27]. A B-arrestina modula a interagcado de outras
proteinas, como é o caso dos receptores acoplados a proteina G [32].

A S-nitrosilagdo dos receptores al-adrenérgicos e [B1-adrenérgicos € de
grande interesse, por serem receptores do agente vasopressor mais utilizado durante
o choque séptico, a noradrenalina (NE) [33]. Além disso € importante verificar se as
vias que os farmacos ativam estdo funcionais, como sdo os casos das proteinas
quinase A (PKA) e quinase C (PKC), que também podem estar nitrosiladas e isso
resultara na inativagéo e na auséncia de resposta frente a utilizagado de NE [34].

A PKA é uma proteina intracelular, que participa na via da noradrenalina
(Figura 2). Quando a noradrenalina se liga ao receptor f1-adrenérgico a subunidade
Gas ativa a adenilato ciclase (AC), que ativa o monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) com a adenosina trifosfato (ATP). O AMPc ativa a PKA, que abre os canais

de calcio (Ca?*) que contribui na contragdo muscular cardiaca, por exemplo [35].
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Figura 2 - A¢ao da noradrenalina em receptores 1-adrenérgica via PKA
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Via de contragao da musculatura via PKA e seus mediadores. Fonte: Referéncia [35] (adaptada),

(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/deed.en).

A PKC é uma proteina intracelular, que esta envolvida na via da noradrenalina
(Figura 3). Quando a noradrenalina se liga ao receptor al-adrenérgico ativa a
subunidade a e é ativada pela conversao da guanosina trifosfato (GTP) em guanosina
difosfato (GDP), a fosfolipase CB (PLC) estimula a clivagem do fosfatidilinositol 4,5
bifosfato (PIP2) na membrana plasmatica, aumentando a sintese de diacilglicerol
(DAG) e de inositol 1,2,4 trisfosfato (IP3). O IP3 se liga ao canal de calcio do reticulo
sarcoplasmatico (SR), fazendo com que ocorra liberagao de calcio para o interior da
célula [36].

O influxo de calcio também é estimulado pela noradrenalina. O calcio se liga
a calmodulina (CAM), ativando a enzima miosina quinase de cadeia leve (MLCK) que
leva a fosforilagdo da miosina de cadeia leve (MLC), dando inicio a contragao da
musculatura lisa vascular. O DAG ativa a PKC, que inibe a MLC fosfatase, fazendo
com que a sensibilidade ao Ca?* do miofilamento aumente. A PKC fosforila a calponina
(CaP), fazendo com que mais actina se ligue a miosina. Além disso a PKC pode ativar

uma cascata de proteina quinase que envolve o fibrossarcoma rapidamente acelerado
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(Raf), a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e a MAPK quinase (MEK), que
leva a fosforilagdo da proteina de ligacdo da actina (CaD). Essas vias ativadas pela

PKC, resultam na contragdo da musculatura lisa vascular [36].

Figura 3 — Agado da noradrenalina em receptores a1-adrenérgica via PKC
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Vias de contragdo da musculatura lisa vascular via PKC e seus mediadores. Fonte: Referéncia [37]
(adaptada), (https://www.mdpi.com/openaccess).

A enzima GAPDH é utilizada como padrao de normalizacdo para a
quantificacdo de proteinas, como a PKA e a PKC, devido a sua presenga em
diferentes células [38]. A GAPDH participa da glicélise anaerdbica, na sintese de ATP
e piruvato, sendo de grande importancia no metabolismo celular. Além disso, participa
da proliferagao celular, tumorigenese, estresse oxidativo, envelhecimento celular e
apoptose [39]. A GAPDH é também, um marcador de estresse oxidativo, pois quando
nitrosilada sofre translocacdo para o nucleo celular resultando em citotoxicidade e

sinalizando para a apoptose [40].
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Além da nitrosilagdo de proteinas especificas ha indicios de que a utilizagao
de agentes antioxidantes e com possivel agao denitrosilante podem reduzir os danos
aos 0Orgaos, aos vasos e até mesmo restaurar a microcirculagédo, levando a uma
melhora na resposta cardiovascular dos pacientes [41], [42], [43]. Em um estudo feito
com a utilizagdo do ascorbato, em pacientes com sepse, ele foi capaz de limitar a
disfungcao endotelial, possibilitando a perfuséo tecidual, reduzindo a hipoxia e danos
em orgédos decorrentes da irrigacdo comprometida [42].

No entanto n&o foi avaliado o efeito denitrosilante do ascorbato sobre os
tecidos. Neste estudo o efeito benéfico foi creditado ao efeito antioxidante da molécula
e a participacdo do ascorbato como cofator na sintese de sinalizadores celulares.
Apenas um trabalho na literatura mostra com clareza a participagao do processo de
denitrosilacdo sobre a melhora da sepse e resposta a vasoconstritores [44]. Assim é
fundamental avangarmos no entendimento da participagcao da S-nitrosilacdo na sepse,
bem como a reversdo da mesma e os impactos sobre os desfechos da doenca.

Complementarmente a nitrosilagdo, na sepse ocorre grande sintese de
espécies reativas de oxigénio (ROS) [45]. Fisiologicamente o metabolismo celular
gera ROS, que desempenham atividades relevantes. As ROS sdo moduladas
principalmente por antioxidantes e pela acdo de algumas enzimas. De modo geral,
essa interacdo das ROS que tende ao equilibrio se denomina eustresse oxidativo.
Quando ocorre um desbalango e a concentragcado de espécies reativas esta elevada,
ocasionando danos, esta situacdo se denomina distresse oxidativo (Figura 4) [46],
[47].
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Figura 4 - Concentragdes de H202 no interior da célula frente ao eustresse e ao
distresse oxidativo
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Figura representa uma membrana celular com diferentes concentracbes de perdxido de
hidrogénio no interior da célula e suas respostas, da menor para maior partindo da esquerda
para a direita. Concentragdes entre 0,1 e 0,1uM geram em sua maioria respostas benéficas,
em situagdes fisioldgicas (eustresse oxidativo). Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(NRF2). De 1 a 10 uM a maioria das respostas geram danos, podendo resultar na morte celular
(distresse oxidativo). Fonte: Referéncia [471, (Adaptada),

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

As principais ROS presentes no organismo sao: o peroxido de hidrogénio, o
oxido nitrico, o superoxido, o radical hidroxila e o peroxinitrito. Dentre os antioxidantes
enddégenos, o principal € a glutationa e as enzimas NADPH oxidases, xantina
oxirredutase e superéxido dismutase [48]. Para verificar o estresse oxidativo pode-se
dosar as ROS, seus metabdlitos, os antioxidantes, algumas moléculas e a atividades
enzimaticas. Devido a relevancia das ROS durante a sepse [49], foram realizadas
avaliagbes para mensurar o estresse oxidativo em diferentes tecidos.

Neste estudo avaliamos a capacidade denitrosilante do tempol, um
antioxidante ciclico, que até o momento ndo possui qualquer referéncia a possivel
capacidade de destruir nitrosilacédo. Esta droga ja vem sendo utilizada em modelos de
hipertensado, é considerado um mimético da enzima superéxido dismutase (SOD),
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importante componente na protecdo antioxidante do organismo (Figura 5). A SOD
converte moléculas de superoxido em moléculas de oxigénio e perdxido de

hidrogénio, que sdo moléculas menos reativas [50].

Figura 5 - Mecanismo de ag¢ao do tempol e da SOD
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Imagem descreve a formacao de superdxido pelas enzimas oxidases. E mostra o mecanismo de

agéo do tempol e da SOD, convertendo o superoxido em uma molécula de perdxido de hidrogénio
e oxigénio. Fonte: Referéncia [48]. Icones disponiveis em BioRender.com.
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2 HIPOTESE

O tempol melhora a resposta vasopressora da noradrenalina durante o

choque séptico devido a redugao da nitrosilacao proteica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tempol na resposta pressorica a noradrenalina, bem como

se este efeito é decorrente da reversao da S-nitrosilagao proteica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a pressao arterial de animais sépticos, tratados com o tempol,;

Avaliar se o tempol melhora a resposta vasopressora em curvas dose

resposta a noradrenalina em animais seépticos;

Avaliar o grau de S-nitrosilagao total na aorta, figado e coragao;

Avaliar a nitrosilagao das proteinas quinase A (PKA) C (PKC) e GAPDH;

Verificar a existéncia de correlacdo entre a piora dos parametros

hemodindmicos, com o aumento da S-nitrosilagao e do estresse oxidativo;

Avaliar se o tempol é capaz de reverter a S-nitrosilagao total e especifica. E
se essa reversdo pode ser associada a melhora dos parametros

hemodindmicos durante o choque séptico;

Avaliar o efeito do tempol sobre os pardmetros de estresse oxidativo em

animais sépticos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Este estudo foi realizado em sua maioria no Laboratério de Nitrosilacdo e
Estresse Oxidativo (NITROX), com algumas parcerias como é o caso do Laboratoério
de Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB). Foram utilizados 69 camundongos
C57BL/6j, machos, pesando aproximadamente 30 g, com 6 meses de idade. Foram
utilizados os animais de acordo com o peso, pois quando os animais eram mais leves
aumentava o grau de dificuldade da cirurgia de canulacao de artéria e veia femoral,
como também a mortalidade.

A realizagao deste trabalho passou pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA) e foi aprovado, com o numero de projeto 5871200522. Os animais utilizados
foram fornecidos pelo Laboratério de Farmacologia Experimental (LAFEX), onde eram
submetidos a regimes de luz e escuro de 12 h cada, iniciando as 07:00 h, a
temperatura de 22°C £ 2°C, com livre acesso a agua e a alimento. Foram agrupados
de 2 - 4 animais por caixa e durante o periodo que estiveram sob meus cuidados

receberam enriquecimento ambiental.

411 Avaliagao do impacto da S-nitrosilagcido e do estresse oxidativo no

choque séptico

O objetivo desta abordagem era avaliar a nitrosilagéo vascular e o estresse
oxidativo provenientes da sepse, bem como o efeito do tratamento com tempol (Figura
7). Os animais foram divididos nos grupos: Controle n = 15; CLP n =15; CLP + Tempol
n = 15 (200 mg/kg, intravenoso (1V)). Apds 10 horas da canulagdo dos animais e
inducdo de sepse, o tratamento foi administrado. Os parametros hemodinamicos

foram avaliados antes do tratamento e ao final de duas horas.
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ApoOs as avaliagdes, os animais foram eutanasiados e foram colhidas
amostras de aorta, coragao, figado e sangue. Devido a complexidade do
procedimento cirurgico de canulagéo e principalmente devido a mortalidade da sepse,

foi observada uma mortalidade de 25%.

Figura 6 - Linha do tempo da avaliagdo do impacto da S-nitrosilagdo e do estresse
oxidativo no choque séptico

Canulagéo de Artéria
e Veia Femoral Afericéo Afericdo

da PA da PA

Os camundongos C57BL/6j foram submetidos a canulagado de artéria e veia femoral, seguida de

Eutanasia
ligadura de ceco com perfuragcdo (CLP); decorridas 10 h foi aferida a pressao arterial (PA) e
administrado o tratamento com tempol intravenoso (IV); apds 2 h a presséo arterial foi aferida e
procedeu-se com a eutanasia e colheita de amostras. Fonte: Imagem elaborada pela autora. Icone
disponivel em BioRender.com.

41.2 Avaliagcao da hiporresponsividade vascular decorrente do choque

séptico

Pretendia-se avaliar se o tratamento com tempol seria capaz de reverter a
hiporresponsividade vascular. E se esta agédo era decorrente de um mecanismo de
acao denitrosilante (Figura 7). Para tal, os animais foram divididos nos grupos:
Controle n = 8; CLP n = 8; CLP + Tempol n = 8. Os animais tiveram a arteira e a veia
femoral canuladas, bem como a inducao de sepse. Apds 10 horas, os animais foram
tratados e 2 horas apds o tratamento os animais foram desafiados com uma curva
dose-resposta a noradrenalina (5; 10; 20; 40; 80 pg/kg 1V).

Ao término da curva de dose-resposta os animais foram eutanasiados e
coletadas amostras conforme descrito no item 4.1.1. Quando comparada com a

abordagem experimental que avaliou a S-nitrosilagao e o estresse oxidativo, o niumero
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de animais por grupo foi reduzido. Pois durante a avaliagdo da hiporresponsividade
vascular, nao foi possivel obter os dados hemodinamicos de todos os animais que
passaram pela canulacdo. Porém as amostras foram colhidas e realizadas as
analises, resultando em um ‘n’ maior nessas avaliagdes (item 4.1.1). Devido a
complexidade do procedimento cirurgico de canulagdo e principalmente devido a

mortalidade da sepse, foi observada uma mortalidade de 25%.

Figura 7 - Linha do tempo da avaliagao da hiporresponsividade vascular decorrente

do choque séptico

Canulagéo de Artéria
e Veia Femoral Afericdo Curva de Dose-
da PA Respostaa NE

Eutanasia

Os camundongos C57BL/6j foram submetidos a canulagdo de artéria e veia femoral, seguida de
ligadura de ceco com perfuragdo (CLP); decorridas 10 h foi aferida a pressdo arterial (PA) e
administrado o tratamento com tempol intravenoso (IV); apds 2 h os animais foram desafiados com a
curva de dose-resposta a noradrenalina (NE); procedeu-se com a eutanasia e colheita de amostras.
Fonte: Imagem elaborada pela autora. icone disponivel em BioRender.com.

4.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os animais que foram submetidos a canulacdo de artéria e veia femoral,
posteriormente a CLP sendo, portanto, anestesiados somente uma vez. Como
protocolo anestésico utilizamos 100 mg/kg de cetamina e 10 mg/kg de xilazina via
intraperitoneal (IP) [51], [52]. Como analgésico transcirurgico foi utilizado o tramadol
20 mg/kg via (IP) [53], aproximadamente 30 minutos antes do inicio da cirurgia.
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4.21 Canulagao de artéria e veia femoral

A partir do momento em que o animal estivesse em plano anestésico eles
eram posicionados em decubito dorsal, submetidos a tricotomia na regido inguinal
direita era realizada a remocao dos pelos soltos e antissepsia com gaze embebida em
alcool 70%. Prosseguindo com a incisdo de pele e dissecacao do tecido adiposo e
muscular adjacentes ao foco cirurgico. Ao visualizar o nervo, a artéria e a veia femoral
era aplicada a geleia de cloridrato de lidocaina a 2% (20 mg/g), para acéo anestésica
no foco da cirurgia como também para evitar a vasoconstricdo e facilitar a introdugao
das canulas na artéria e na veia femoral direita [54].

Era realizada a separacao do nervo, a artéria e a veia femoral eram levemente
suspensas para a passagem de 6 cm fio POLYCOT® 4-0 e realizada uma ligadura
na extremidade distal, apds era realizada a incisdo a 90° na porgao central da veia
femoral e introduzida a canula de Micro-Renathane® 0,025” x 0,012” (heparinizada
com heparina sédica 5.000 U.l./mL e tampada com um alfinete partido ao meio sendo
a extremidade com a cabega do alfinete a tampa desta canula) apos era feita a fixagéo
da canula com outra ligadura, mas na extremidade proximal [55].

Neste momento era feita a separagcao entre a veia e a artéria femoral,
cuidando para nao remover a canula da veia, ao separar a artéria ela era suspensa
para passar o fio por baixo fazendo uma lagada no fio sem ocluir o fluxo sanguineo,
as extremidades desse fio era fixada com uma ping¢a bulldog posicionada em uma
posicao que o seu peso ocluisse o fluxo sanguineo, era feita uma incisdo a 90°C na
porcao central da artéria femoral, introduzida a canula (heparinizada e tampada com
a outra extremidade do alfinete) ao aliviar a oclusao da artéria feita com o fio e a pinga
bulldog. A fixagdo da canula era feita com o fio na extremidade proximal que estava
fazendo a oclusao do fluxo se sangue, apoés era feita a fixagdo na porcao distal da
canula com o fio que fixou a veia anteriormente (Figura 8) [55].

Apds, com o auxilio de um trocater as canulas eram passadas pelo tecido
subcuténeo por tras do membro pélvico direito até serem exteriorizadas na regiao
entre as escapulas e fixadas. O local da incisao de pele era suturado com fio de seda
3-0 e a ferida limpa com solucao fisiolégica a 0,9% [55].
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Figura 8 - Cirurgia de canulacao de artéria e veia femoral

A B

A — Local onde as canulas séo inseridas a canula com a tampa com a parte
superior do alfinete esta na veia femoral e a outra tampa na canula da artéria
femoral; B — O animal com as canulas exteriorizadas na regido entre as
escapulas, apos despertar da anestesia. Fonte: Imagens elaboradas pela
autora. icones disponiveis em BioRender.com.

4.2.2 Inducgao de sepse

A inducéao de sepse era feita através do método CLP por meio de laparotomia
longitudinal com uma inciséo de pele na regido abdominal mesogastrica esquerda,
ap6s uma incisdo na musculatura abdominal, o ceco era exteriorizado e feita uma
ligadura com POLYCOT® 4-0 na regi&o adjacente a porgéo ileocecal. Procede-se com
uma dupla perfuracdo na parede do ceco com uma agulha 40 x 1,20 mm 18 G (Figura
9), e 0 ceco era pressionado para que extravasasse conteudo fecal. O ceco era
posicionado novamente em sua posi¢ao anatdmica, era feita a sutura da musculatura
com fio de seda 3-0, sutura da pele e a limpeza da ferida com solugao fisioldgica a
0,9% [51].
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Figura 9 - Ligadura de ceco com pungao

Incisdo longitudinal na regido epigastrica esquerda
para a exteriorizagdo do ceco. Na direita a
indicagcdo do local onde foi feita a canulagcdo da
artéria e veia femoral. Fonte: Imagem elaborada
pela autora. icones disponiveis em BioRender.com.

Para auxiliar na recuperacgao volémica e térmica os animais recebiam 1 mL de
solucao fisioldgica a 0,9% a 37°C por via subcutdanea (SC). Os animais no pos-
cirurgico eram colocados em caixas individualmente. As caixas com os animais
permaneciam sobre tapete aquecido até que os camundongos comegassem a
deambular, indicando recuperacao anestésica [51]. Posteriormente, os animais eram

alocados no biotério, até 0 momento da avaliagao de pressao arterial.

4.3 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL

A avaliacao da pressao arterial foi feita com os animais acordados (Figura 10),
conectando a canula da artéria ao transdutor de pressédo, ligado no sistema de
aquisicao de dados do modelo PowerLab 4/30 ML866 (AD INSTRUMENTS, Australia)
[56].
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Figura 10 - Avaliagédo da presséao arterial

Caixa com camundongo no interior, acordado com a canula em laranja
conectada na veia e a canula em azul da artéria conectada ao aparelho de
aquisicao de dados, que esta conectado ao computador. Fonte: Imagem
elaborada pela autora. icones disponiveis em BioRender.com.

Os animais do grupo controle e CLP foram submetidos a curva de dose-
resposta a noradrenalina através da canula da veia quando foram conectados ao
sistema de aquisicdo de dados. Os animais CLP + Tempol recebiam tempol através
da canula da veia, decorridas 2 h procedeu-se com a curva de dose-resposta a

noradrenalina através da mesma canula.

4.4 PONTOS FINAIS HUMANITARIOS

Como pontos finais humanitarios foram estabelecidos sofrimento severo,
temperatura inferior a 32°C, coma ou convulsdo. Estes animais eram eutanasiados
com sobredose anestésica de cetamina e xilazina, conforme descrito no item 4.5 e

foram contabilizados na taxa de mortalidade.

45 EUTANASIA

A eutanasia dos animais foi feita com o método de sobredose anestésica com

a associagao de 300 mg/kg de cetamina e 30 mg/kg de xilazina via IP. Nesse momento
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foram colhidas as amostras de figado, coragéo, aorta e sangue. As amostras foram
armazenadas em microtubos de 1,5 mL ambar e mantidas a — 80°C, até a realizagao

das avaliagdes.

4.6 AVALIACOES DAS AMOSTRAS

Os meétodos utilizados e uma breve explicagdo do objetivo de cada analise
serao descritos da seguinte ordem: isolamento de proteinas (item 4.6.1), nitrosilagéo
total (item 4.6.1.1), quantificacdo de proteinas através de anticorpo (item 4.6.2), dano
tecidual (item Erro! Fonte de referéncia ndao encontrada.) e marcadores de estresse o
xidativo (item 4.6.4).

4.6.1 Isolamento de proteinas nitrosiladas

As proteinas s-nitrosiladas foram separadas das demais proteinas, para
viabilizar as analises de nitrosilacdo total e posteriormente quantificar proteinas
especificas. Para isso, foi utilizado o método de captura de proteina em resina (SNO-
RAC) [57], [58] que sera descrito a seguir.

As proteinas do tecido foram homogeneizadas em tampédo HEPES modificado
(25 mM HEPES, 50 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1% NP40 e 0,1% SDS pH 7,4) com
inibidor de protease S8820 (SIGMAFAST™, Sigma). Foram utilizados 500 uL de
tampéao, para aproximadamente 50 mg de tecido, na proporgcdo de 1:10 sendo 1 de
inibidor de protease e 10 de tampéao, permanecendo no gelo as amostras e o que foi
homogeneizado. A amostra foi centrifugada a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. Apds
sera utilizado o sobrenadante, o volume varia, pois a proteina de cada amostra é
quantificada e é utilizado o suficiente para que o SNO-RAC contenha 4 mg de
proteina. Ao sobrenadante foi adicionado 1,6 mL de tampao de bloqueio (100 mM
HEPES, 1 mM EDTA e 0,1 mM neocuproina, pH 8,1 adicionado 2,5% SDS e 20 mM
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metilmetanotiosulfonato) com as amostras em banho a 50 °C por 20 minutos sob
agitacao a cada 5 minutos. Esse processo bloqueia os grupos tidis livres.

Foram adicionados 6 mL de acetona resfriada (-20°C), com incubagéo por 20
minutos a -20 °C para que ocorresse a precipitacao das proteinas. As amostras foram
centrifugadas a 2.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado quatro vezes com acetona 70% em agua destilada. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 0,5 mL de tampao
HEN 1 x (100 mM HEPES, 1 mM EDTA e 0,1 mM neocuproina, pH 8,1 adicionado de
1% de SDS). Foram retirados 50 pL, que corresponde a proteina total, o input. O
volume restante da amostra foi incubado com 20 mM de ascorbato e 40 yL de tiopropil-
sefarose 6B por 12 horas sob rotagéo e refrigeracao.

Apos, a amostra foi centrifugada a 1.000 g por 1 minuto a 4 °C, o complexo
precipitado resultante da resina ligada nas proteinas nitrosiladas. O precipitado foi
lavado 4 vezes com tampao HEN 1 x adicionado 1% de SDS e 5 vezes com tampéao
HEN1/10 adicionado 1% de SDS. Entre lavagens a amostra foi centrifugada a 1.000
g por 1 minuto a 4 °C. Apés foi adicionado 0,5 mL de tampao HEN1/10 com 2% de 2-
mercaptoetanol por 1 hora a temperatura ambiente, este processo libera as proteinas
da tiopropil-sefarose 6B. A amostra foi centrifugada a 1.000 g por 1 minuto a 4°C e foi
recolhido o sobrenadante que continham as proteinas nitrosiladas, o output.

Durante a realizagdo do SNO-RAC alguns cuidados sédo essenciais, para que
se preserve a ligacao do 6xido nitrico ao grupo tiol da proteina, como a protecéo das

amostras de radiagao ultravioleta e a utilizacdo de EDTA como quelante de metais.

4.6.1.1 Quantificagao de nitrosilagao total

Através do SNO-RAC sao geradas duas fragdes o input com proteina total e
o output com as proteinas nitrosiladas. Através dessa relagao € possivel determinar a
porcentagem do tecido avaliado que esta nitrosilada (Figura 11). Foram aplicados em
gel 5% SDS combinado com gel 10% SDS. Interrompendo a corrida imediatamente
quando as amostras entraram no gel a 10%, posteriormente os géis foram corados
com azul de comassie 0,05% e a diferenca entre as proteinas nitrosiladas foi

quantificada por densitometria usando /Image Lab Software (BIO-RAD, USA).



38

Figura 11 — Nitrosilagao total

| Amostra

4
¥

Nitrosilagao Total

llustra a maneira como cada amostra foi pipetada no gel, com input e output respectivamente.
Seguido de corrida, coloragéo do gel, obtencéo da imagem e a quantificagéo da nitrosilagéo total.
Fonte: Imagem elaborada pela autora. Icones disponiveis em BioRender.com.

4.6.2 Quantificagao de proteinas especificas

Foram feitas as quantificacbes de proteinas especificas envolvidas no
controle da manutencgéo da pressao arterial, como as proteinas quinase A (PKA), C
(PKC). A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) também foi quantificada,
para a normalizagdo das demais proteinas e como marcador de dano celular durante
a S-nitrosilagao [38].

A expressao das proteinas PKA, PKC e GAPDH (Figura 12) foram avaliadas
conforme descrito a seguir: as amostras que passaram pela precipitacao de s-
nitrosotiois foi adicionado laemili 5x. Ao quantificar as proteinas nitrosiladas, o input e

o output foram adicionados paralelamente no gel. Apds, as proteinas foram separadas
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na corrida com SDS-PAGE em gel 10% de poliacrilamida. Ao finalizar, as proteinas

foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare, Madison,

WI, USA) [59].

Figura 12 — Quantificacdo de PKA, PKC e GAPDH
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llustra a maneira como cada amostra foi pipetada no gel, com input e output respectivamente. Seguido
de corrida, transferéncia, marcagéo, obtencéo da imagem e a quantificacédo de PKA, PKC e GAPDH
nitrosiladas. Fonte: Imagem elaborada pela autora. Icones disponiveis em BioRender.com.

A membrana foi bloqueada com albumina 3% e incubada por 12 horas com o
anticorpo referente, PKA (Abcam, ab94612), PKC (Santa Cruz, SC-937) e GAPDH
(Abcam, ab8245). A membrana foi incubada overnight com o anticorpo primario, apés
remover o anticorpo a membrana foi lavada com TBS-T. O anticorpo secundario foi
colocado sobre a membrana por 1 hora, marcada com peroxidase de rabano (HRP) e

revelada com kit de quimiluminescéncia por quimiluminescéncia aprimorada (ECL)
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(GE Healthcare). As imagens geradas foram captadas com foto documentador e
quantificadas por densitometria éptica. Foram comparadas as quantificagdes do total
da proteina especifica do input e do output, permitindo diferenciar a propor¢ao de

nitrosilacdo de cada uma das proteinas [59].

4.6.3 Disfuncgao tecidual

A fim de avaliar disfungéo tecidual, foi quantificada a glicose sérica [60] e a
concentragdo circulante de lactato. Foram utilizados os kits do Labtest®, para a glicose
o (GLICOSE PAP LIQUIFORM 84-1/500) e para lactato o (LACTATO ENZIMATICO
138-1/50).

4.6.4 Marcadores de estresse oxidativo

4.6.4.1 Quantificacdo da concentragao de proteinas

Foi utilizada o procedimento de descrito por Bradford para dosar proteinas na
amostra, o valor da concentragdo de proteinas foi utilizado para normalizar os
resultados das demais analises. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10
minutos e foi feita uma diluicdo com o sobrenadante de acordo com o tipo de amostra
que pode ser de 1:25, 1:50 e 1:100. As amostras diluidas e o reagente Bradford foram
pipetadas em uma microplaca de 96 pogos transparente. A leitura foi realizada na
multileitora de placas Infinite M200 (TECAN, Suiga) com absorbancia de 595 nm [61].



41

4.6.4.2 Atividade das NADPH oxidases

As NADPH oxidases compdéem uma familia de enzimas, que sao
responsaveis pela maior producdo de ROS em células eucariotas. Sintetizam
superoxido (O27) e perdxido de hidrogénio (H202) [62]. No controle de infec¢des, como
€ 0 caso da sepse, possuem papel fundamental no controle de patégenos. No entanto,
nem sempre € possivel manter a homeostase e quando ha uma produgao excessiva
de ROS acabam resultando em danos nos diferentes tecidos [45].

A avaliacao da atividade das NADPH oxidases busca verificar se os animais
sépticos possuem uma atividade aumentada, conforme consta na literatura [63], [64],
[45]. E verificar se o tratamento com o tempol é capaz de modular a atividade dessas
enzimas.

Para verificar atividade das NADPH oxidases foi utilizada a lucigenina como
sonda para marcar as moléculas de superoxido, com fluorescéncia verde azulada. A
solugado com lucigenina foi feita na concentragao de 2 mM por pogo, em tampé&o fosfato
(50 mM fosfato monopotassico, 1 mM acido egtazico e 150 mM sacarose) com pH 7,4.
A amostra e a solugao de lucigenina foram plaqueadas em uma microplaca de 96
pocos branca, que foi protegida da luz. A leitura foi realizada na multileitora de placas
Infinite M200 (TECAN, Suiga), inicialmente a temperatura do equipamento foi ajustada
para 37°C e para a obtencao do branco foi feita a luminescéncia pontual. Apds, foi
adicionada a NADPH 2mM na placa e foi feita a luminescéncia cinética, por 30 ciclos
de 30 segundos a 37 °C [65].

4.6.4.3 Espécies Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS)

Os produtos resultantes da peroxidacdo lipidica, sao utilizados como
marcadores de dano celular. Uma vez que compde as membranas celulares, quando
sua concentragao esta elevada é indicativo de apoptose. Além disso, a sua elevagao
no soro esta relacionada com uma maior pontuacdo no SOFA e com o aumento do
lactato [66].
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A quantificagao da peroxidacéo lipidica foi feita através das espécies reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), sendo o malondialdeido (MDA) a principal espécie
reativa. Foram utilizadas solugdes de dodecil sulfato de sodio (SDS) 8,1 %, tampao
de acido acético e acido tio barbiturico (TBA) 0,6 % e a amostra. Apds pipetagem dos
respectivos volumes em micro tubos, permaneceram em banho maria a 95°C por 1
hora. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 g. Foram pipetados
em uma microplaca de 96 pogos preta: agua ultrapura, amostra, SDS 8,1 %, tampé&o
de acido acético e TBA 0,6 %. A leitura foi realizada na multileitora de placas Infinite
M200 (TECAN, Suica), por fluorescéncia, na excitacdo de 515 nm e na emissao de
553 nm [67].

4.6.4.4 Glutationa reduzida e oxidada

A glutationa € um antioxidante enddgeno, que esta presente em todas as
células e é altamente soluvel. Ela atua protegendo as células contra diversos danos,
como por exemplo a peroxidagao lipidica. Além de ser cofator para diversas enzimas,
como € o caso da glutationa peroxidase [46]. Na sepse possui importante participagao
na reducao da hiporresponsividade vascular e na disfungcado endotelial [64]. A relagao
entre glutationa reduzida (GSH) e a glutationa oxidada (GSSG) é uma avaliagéo do
estresse oxidativo fundamental [46]. Pois quando a glutationa é oxidada em GSSG
deixa de ser ativa. Tornando a célula mais exposta a dano oxidativo, o que por sua
vez aumenta a demanda pela sintese de novas moléculas de GSH [68].

Para o GSH foi preparada uma solugdo de 1:1 de amostra e de acido
tricloroacético (TCA) a 10 % em tubos 1,5 mL. As amostras foram centrifugadas por
10 minutos a 10.000 g, o sobrenadante foi pipetado em uma microplaca de 96 pocgos
transparente: amostra + TCA 10%, solugéo salina de tris tamponada (TBS)a1Me o
reagente de 5,5’-Dithiobis (DTNB) a 10 mM. A leitura foi realizada na multileitora de
placas Infinite M200 (TECAN, Suica), com absorbancia de 412 nm [69].

Para o GSSG, foi utilizada a mesma placa onde foi realizada a quantificagao
de GSH. Adicionado aos pogos que continham amostras a glutationa redutase (GSR)

a 0,1 U por pocgo, em solugao de NADPH a 2 mM. A placa foi incubada por 30 minutos
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a 30°C e a leitura foi realizada na multileitora de placas Infinite M200 (TECAN, Suiga),

com absorbancia de 412 nm [69].

4.6.4.5 Atividade da xantina oxidase

A XOR é uma enzima que sintetiza espécies reativas de oxigénio, participando
na conversao de proteinas em acido urico, converte o Oz em H20:2 e faz a reducéo do
NO2 em NO. E expressa em diversos tecidos frente situacdes em que a pressio de
oxigénio € reduzida, como também quando ha aumento na concentragcdo de
mediadores inflamatérios, como o TNFa, IL-1B e INFy [70]. Para a avaliagdo da
atividade da enzima XOR foi utilizado o kit /nvitrogen™ (A22182) nos diferentes

grupos, conforme instru¢des do fabricante Fischer scientific.

4.6.4.6 Peroxido de hidrogénio

O perdéxido de hidrogénio € um marcador de estresse oxidativo, podendo ser
sintetizado pela SOD, pela XOR e pelas NADPH oxidases [46]. Para a avaliagao do
peroxido de hidrogénio foi utilizado o kit Invitrogen™ (A22188) nos diferentes grupos,

conforme instru¢des do fabricante Fischer scientific.

4.6.4.7 Nitrito

O nitrito € um metabdlito e um biomarcador do NO, sendo uma forma
importante de reserva de 6xido nitrico nos vasos e nos tecidos. Quando o pH baixa
ou ocorre hipéxia o NO2 é reduzido a NO, para que ocorra vasodilatacdo e a
concentracao de oxigénio local seja reestabelecida, possuindo acao citoprotetora [71].

Outra maneira indireta de quantificar o NO é através da concentracdo de NO3z", porém
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como ele sofre influéncia da dieta (Figura 1), ndo é tdo especifico como o nitrito para
avaliar o sistema cardiovascular [11], [18].

A quantificag&o do nitrito foi feita através do uso de 2,3-diaminoftaleno (DAN).
Foram pipetadas em uma microplaca de 96 pogos preta: a amostra, solugdo de DAN
a 158 yM com HCl a 0,62 M e HCl a 1,5 M. A placa foi protegida da luz e incubada a
30 °C por 5 minutos. Apds, foi pipetado na placa o nitrito de sddio a 3 M. A leitura é
realizada na multileitora de placas Infinite M200 (TECAN, Suiga), por fluorescéncia,

com excitagdo de 365 nm e emissao de 410 nm [72].

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
para verificar se os dados possuiam distribuicdo normal. Caso os dados nao
possuissem distribuicdo normal eram transformados em Log 10, para normalizar a
distribuicao dos dados.

Nas avaliagcoes de pressao arterial, como no caso da curva de dose resposta
foi realizada a ANOVA de uma via com medidas repetidas e teste de post hoc de
Dunnett, foi considerada como diferenca significativa valores de P < 0,05.

No caso das analises de nitrosilacdo total, nitrosilacdo especifica, dano
tecidual e estresse oxidativo foi realizada a ANOVA de uma via com teste de post hoc

de Dunnett, foi considerada como diferencga significativa valores de P < 0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados serao apresentados partindo das avaliagdes realizadas com os
animais para as analises feitas com as amostras colhidas. Iniciaremos, portanto, pelas
avaliacbes de pressao arterial, S-nitrosilagao total, disfuncéo tecidual e por fim o

estresse oxidativo.

5.1 PRESSAO ARTERIAL

Os dados relacionados abaixo, foram obtidos através da avaliacdo dos
parametros hemodindmicos que constam no item 4.3.
Podemos verificar que os animais CLP apresentam pronunciada hiporresponsividade
a noradrenalina quando comparados ao grupo controle (Figura 13A e B),
caracteristica dos animais em choque séptico. Ao verificar o grupo CLP + Tempol é
possivel perceber que a hiporresponsividade foi revertida na sua totalidade,
resultando no aumento expressivo da pressao arterial sistdlica, com valores

superiores até mesmo quando comparado ao grupo controle (Figura 13A e C).

Quadro 2 — A PAS durante a curva de dose-resposta

Doses de Noradrenalina (ug/kg)

5 10 20 40 80
Controle 15+6 | 21+7 | 26+2 | 44+6 | 453
CLP 1+£2 0’2 | 18°+4 | 18 t4 | 2177
CLP + Tempol | 31#+7 |40*+10|58%+ 10|55 + 13| 79#+ 8

Aumento da pressao arterial sistolica (mmHg) nos diferentes grupos, de acordo com
a dose de noradrenalina. Os resultados com média + EPM, " P < 0,05 comparado
ao controle e # P < 0,05 comparado ao CLP. Fonte: Elaborada pela autora.

No Quadro 2 é possivel visualizar os valores da variacdo na pressao arterial
sistélica de acordo com as diferentes doses de noradrenalina utilizadas na curva de
dose-resposta, evidenciando as diferencas na resposta pressorica quando

comparados o grupo Controle, CLP e CLP + Tempol. O grupo CLP apresenta pequena
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resposta pressoérica nos primeiros pontos da curva e nos trés ultimos pontos ocorre

resposta, porém com valores bem abaixo dos demais grupos.
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Figura 13 - Curva de dose-resposta de noradrenalina
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A — Aumento na presséo arterial sistdlica (A PAS) a noradrenalina nas doses de 5; 10; 20; 40; 80 (ug/kg); B
— Curva de dose-resposta a noradrenalina; C - Curva de dose-resposta a noradrenalina sépticos. Os
resultados estdo apresentados com média + Erro Padrdo da Média (EPM). Foi utilizada a ANOVA com teste
de post-hoc Dunnett (n =5 —8), " P < 0,05 comparado ao controle e # P < 0,05 comparado ao CLP.
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Os valores de pressao arterial sistolica basal (Figura 14) dos diferentes grupos
avaliados, sendo possivel perceber que nos grupos CLP Inicial, CLP Final e CLP +

Tempol Inicial foram menores em relagdo ao Controle Inicial e Final.

Figura 14 - Variagao na pressao arterial sistolica basal
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Pressado arterial sistélica inicial e duas horas apdés o tratamento. Os resultados estao
apresentados com média + EPM. Foi utilizada a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n =

5-8), * P <0,05 comparado ao controle.

Existe uma tendéncia de que a frequéncia cardiaca seja superior nos animais

dos grupos CLP e CLP + Tempol, quando comparados com o controle (Figura 15A e

B).
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Figura 15 - Variagcao na frequéncia cardiaca
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Variagdo da frequéncia cardiaca apds infusdo de noradrenalina. A — Valores de variagdo na
frequéncia cardiaca (A FC); B — Valores relativos de variacdo na FC. Os resultados estao
apresentados com média + EPM. Foi utilizada a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n = 6 -
8), * P = 0,05 comparado ao controle.

5.2 NITROSILACAO TOTAL

Os dados de nitrosilagéo total foram quantificados através das metodologias
citadas nos itens 4.6.1 € 4.6.1.1.
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E possivel perceber que a porcentagem de proteinas nitrosiladas na aorta
(Figura 16) foi superior no grupo CLP, quando comparado com o grupo controle. O
grupo CLP + Tempol ndo apresenta significativo aumento da nitrosilagao proteica na

aorta.

Figura 16 - Nitrosilag&o total na aorta
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Nitrosilagéo total. ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n = 4 - 5). Os resultados
estdo apresentados com média £ EPM, * P < 0,05 comparado ao controle.
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A nitrosilagao total cardiaca (Figura 17) foi superior no grupo CLP, quando
comparado ao controle. O grupo CLP + Tempol ndo apresentou aumento ou redugao

significativa da nitrosilagdo quando comparado ao grupo controle ou CLP.

Figura 17 - Nitrosilagao total no coragao
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Nitrosilagao total. Os resultados estao apresentados com média + EPM.
Foi utilizada a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n =4 -5), * P <
0,05 comparado ao controle.
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A nitrosilagao total no figado (Figura 18) foi maior no grupo CLP, ao comparar
com o controle. O grupo CLP + Tempol ndo apresenta significativo aumento da

nitrosilacdo proteica no figado. Sugerindo um efeito denitrosilante do tempol neste
tecido.

Figura 18 - Nitrosilacao total no figado
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Nitrosilagao total. Os resultados estdo apresentados com média £ EPM. Foi
utilizada a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n = 5 - 8), * P < 0,05
comparado ao controle.
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Os eritrocitos (Figura 19) apresentaram a nitrosilagao total do grupo CLP

elevada em relagdo ao grupo controle. O grupo CLP + Tempol ndo apresentou

aumento significativo da nitrosilagdo proteica nos eritrécitos. Sugerindo um efeito

denitrosilante nestas células.
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Figura 19 - Nitrosilag&o total em eritrocitos
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Nitrosilagao total. Os resultados estdo apresentados com média + EPM. Foi
utilizada a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n = 8 - 12), * P < 0,05
comparado ao controle.
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A nitrosilagdo em plasma (Figura 20) apresentou diferenga significativa
quando comparado o grupo CLP + Tempol com o grupo CLP, sendo a nitrosilagao
total menor no CLP + Tempol. Entretanto, ndo foi observado aumento significativo da
nitrosilagdo no grupo CLP. Muito provavelmente devido a grande variabilidade na

nitrosilagao neste grupo.

Figura 20 - Nitrosilagao total em plasma
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Nitrosilagcao total. Os resultados estdo apresentados com média + EPM. Foi utilizada
a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n = 8 - 10), * P < 0,05 comparado ao
controle.
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Figura 21 - Comparativo entre nitrosilagcao total e A PAS de acordo com o tecido na
dose de 20 ug/kg NE
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Comparativo de nitrosilagéo total (%) e A PAS (mmHg) nos diferentes tecidos: aorta (circulo),
coracéo (quadrado) e eritrocitos (triangulo). Em preto estdo os animais controle, em vermelho os
CLP e em laranja os CLP + Tempol (n =5 - 10).

Na Figura 21 foi feito um comparativo entre a porcentagem das nitrosilagdes
totais dos tecidos: aorta, coracao e eritrécitos. Comparando com o valor da pressao
arterial sistdlica que cada grupo alcangou ao utilizar a dose de 20 pg/kg de
noradrenalina. E possivel perceber que em ordem decrescente o tecido que houve
maior nitrosilacdo foram as aortas, posteriormente as hemacias e por fim o coracéo.
O grupo CLP, foi o que apresentou menor aumento da PAS, seguido do grupo

Controle e do grupo CLP + Tempol, sondo o que teve um maior aumento na PAS.
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5.2.1 Nitrosilagao de proteinas de interesse no choque séptico

As proteinas nitrosiladas foram quantificadas conforme descricdo no item

4.6.2.
Figura 22 - Nitrosilagdo de PKC, GAPDH e Expressao de PKC na aorta
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A — PKC nitrosilada; B — GAPDH nitrosilada; C — Expresséo de PKC; D — Imagem representativa
das membranas de porcentagem de nitrosilacdo de PKC e GAPDH. Os resultados estdo
apresentados com média £ EPM. Foi utilizada a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n = 4), *
P < 0,05 comparado ao controle.

A nitrosilacdo de PKC (Figura 22A) e GAPDH (Figura 22B) na aorta ndo
apresentaram diferenga significativa entre os grupos. No entanto, é evidente a
tendéncia de aumento na nitrosilagcao de PKC e GAPDH no grupo CLP e a reversao
no grupo CLP + Tempol. Ndo demonstrando significancia estatistica, provavelmente
devido ao reduzido ‘n’ deste experimento. A expressédo da PKC (Figura 22C) foi menor

no grupo CLP em relagao ao controle.
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Figura 23 - Nitrosilacao de PKC, GAPDH e Expressao de PKC e PKA no coragao
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A — PKC nitrosilada; B — GAPDH nitrosilada; C — Expressao de PKC; D — Expressao de PKA; E - —
Imagem representativa das membranas de porcentagem de nitrosilagdo de PKC, PKA e GAPDH. Os
resultados estdo apresentados com média + EPM. Foi utilizada a ANOVA com teste de post-hoc
Dunnett (n =4 - 5), * P < 0,05 comparado ao controle.

No coracéo a PKC (Figura 23A) apresentou maior nitrosilagdo no grupo CLP,
quando comparado com o controle. A nitrosilacdo da GAPDH nao teve diferenca
estatistica entre os grupos (Figura 23B). Apesar de apresentar uma tendéncia de
aumento no grupo CLP, nao foi significativo estatisticamente, provavelmente devido
ao reduzido numero de réplicas. A expressao da PKC (Figura 23C) e da PKA (Figura

23D) nao apresentaram diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 24 - Nitrosilacdo de PKA, GAPDH e Expressao de PKA no figado
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A — PKA nitrosilada; B — GAPDH nitrosilada; C — Expresséo de PKA; D - Imagem representativa das
membranas de porcentagem de nitrosilagdo de PKA e GAPDH. Os resultados estdo apresentados
com média + EPM. Foi utilizada a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n = 4 - 5), * P < 0,05
comparado ao controle.

A nitrosilacao da PKA (Figura 24A) e da GAPDH (Figura 24B) no figado
apresentaram tendéncia de aumento no grupo CLP, sem qualquer efeito do
tratamento com tempol. No entanto, vale destacar que nao foram observadas
diferengas significativas entre os grupos, como também foi o caso da expressao da
PKA (Figura 24C).

5.3 DISFUNCAO TECIDUAL

As avaliagdes realizadas foram as dosagens de glicose e de lactato no plasma
dos diferentes grupos, conforme o item 4.6.3. Os resultados obtidos foram:
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Figura 25 - Dosagem de glicose e lactato plasmatico
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A - Dosagem de glicose; B - Dosagem de lactato. Os resultados estao apresentados com média +
EPM. Foi utilizada a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n = 5 - 10), * P < 0,05 comparado ao
controle.
Na dosagem plasmatica de glicose (Figura 25A) n&o foi encontrada diferenca
significativa entre os grupos Controle, CLP e CLP + Tempol. Ja na dosagem de lactato

(Figura 25B) o grupo CLP apresentou maior concentragao da lactato.

5.4 ESTRESSE OXIDATIVO

As diferentes analises realizadas para verificar o status redox estao descritas

detalhadamente no item 4.6.4. Os resultados obtidos foram:
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Figura 26 - Avaliacbes de estresse oxidativo do coragéo
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A — Atividade das enzimas NADPH oxidases; B — Dosagem de MDA; C — Glutationa reduzida; D —
Glutationa oxidada. Os resultados estdo apresentados com média £ EPM. Foi utilizada a ANOVA com
teste de post-hoc Dunnett (n = 10 - 15), * P < 0,05 comparado ao controle.

No coracéo a atividade das enzimas NADPH oxidases (Figura 26A), foi
aumentada nos grupos CLP e CLP + Tempol, quando comparados ao Controle. Na
quantificacdo do MDA cardiaco (Figura 26B) é possivel perceber que o dano celular
foi reduzido no grupo CLP + Tempol, a niveis abaixo dos encontrados no grupo
Controle. A glutationa reduzida (Figura 26C) apresentou redugdo no grupo CLP +
Tempol, em comparagédo com o grupo Controle, ja a glutationa oxidada (Figura 26D)

nao sofreu alteracao significativa nos diferentes grupos.
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A — Atividade das enzimas NADPH oxidases; B — Dosagem de MDA, C — Dosagem de nitrito; D —
Dosagem de GSH; E — Glutationa oxidada. Os resultados estdo apresentados com média £ EPM.
Foi utilizada a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n = 2 - 6), * P < 0,05 comparado ao controle.

No figado, a atividade das enzimas NADPH oxidases (Figura 27A) foi menor

no grupo CLP, podendo estar associada a uma questdo temporal relacionada ao
momento em que a analise foi realizada. O MDA (Figura 27B) teve maior concentragao

no grupo CLP, quando comparado com o controle. Ao avaliar o nitrito (Figura 27C)

algumas amostras que estavam abaixo do limite de deteccdo da técnica (0,50 ymol),

entdo foram representadas graficamente com o menor valor de detecgdo. Ao
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comparar o grupo CLP e o CLP + Tempol com o controle, ambos os grupos tiveram
maiores concentragdes de nitrito. A quantificagdo da glutationa reduzida (Figura 27D)

e oxidada (Figura 27E) foram superiores no grupo CLP, em relagé&o ao controle.

Figura 28 - Avaliacdes de estresse oxidativo dos eritrécitos
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A — Atividade da enzima xantina oxidase; B — Dosagem de MDA; C — Dosagem de perdxido de
hidrogénio; D — Dosagem de GSH; E — Glutationa oxidada. Os resultados estao apresentados com
média £ EPM. Foi utilizada a ANOVA com teste de post-hoc Dunnett (n=4-7),* P <0,05 comparado
ao controle e #P < 0,05 comparado ao CLP.
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Nos eritrocitos a atividade da enzima XOR (Figura 28A) nao teve diferenca
significativa entre os grupos. Em relagdo ao dano celular (Figura 28B), ndo houve
diferencga significativa entre os grupos na dosagem de MDA. Ao verificar a quantidade
de peréxido de hidrogénio (Figura 28C) o grupo CLP + Tempol apresentou menor
concentragcado em relagao ao grupo CLP. Ao comparar as concentragdes de glutationa
(Figura 28D) houve uma redugcdo nos grupos CLP e CLP + Tempol, quando
comparados com o Controle, indicando um consumo maior deste antioxidante
enddgeno durante a sepse. Na glutationa oxidada (Figura 28E), ndo houve diferenca

significativa entre os grupos.
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6 DISCUSSAO

Os principais achados desta dissertagcao foram:

a. A pressao arterial sistdlica foi menor nos animais em choque séptico
nao tratados, quando comparados com os Controles;

b. O grupo tratado com tempol apresentou reversdo na
hiporresponsividade vascular frente ao desafio da curva de dose-
resposta a noradrenalina. Apresentando valores de elevacdo da
pressao arterial sistélica expressivos, acima até mesmo do grupo
Controle;

c. O grupo tratado apresentou tendéncia no aumento da frequéncia
cardiaca dos animais, porem sem diferenga significativa diante dos
demais grupos;

d. A nitrosilagcao total foi superior no grupo nao tratado (CLP), quando
comparado ao Controle, em todos tecidos avaliados (aorta, coragao,
figado e eritrocitos). No plasma, a nitrosilagao total foi inferior no grupo
tratado com tempol, quando comparado com o grupo néo tratado;

e. Aexpressao de PKC no grupo nao tratado foi inferior ao grupo Controle,
na aorta;

f. A porcentagem de PKC nitrosilada no grupo néao tratado foi superior ao
grupo Controle, no coragao;

g. Os animais nao tratados apresentaram maior concentragao plasmatica
de lactato, quando comparados com os animais Controle;

h. No coragédo: a sintese de ROS pela enzima NADPH oxidase foi
aumentada nos animais em choque séptico, o tempol reduziu o dano
celular no grupo tratado, como também a concentragdo de glutationa
neste mesmo grupo;

i. No figado: a sintese de ROS pela enzima NADPH oxidase foi reduzida
no grupo nao tratado, este mesmo grupo apresentou aumento no dano
celular, aumento na concentracdo de GSH e GSSG, quando
comparados com o Controle. A concentragao de nitrito foi maior nos

animais em choque séptico;
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j-  Nos eritrocitos: os grupos com choque séptico apresentaram menor
concentragdo de glutationa, quando comparados com o Controle. O
tempol foi capaz de reduzir a concentragao de peroxido de hidrogénio,
quando comparado o grupo tratado com o nao tratado;

k. O tempol demonstrou possuir efeito denitrosilante.

Ao longo dos anos o tempol foi testado em modelos animais no tratamento da
hipertensdo, reduzindo significativamente a presséo arterial [73], [74], [75], [76].
Inicialmente era utilizado por ser um mimético da enzima superoxido dismutase (SOD)
[76], considerada importante componente na defesa antioxidante do organismo [77].
A SOD realiza a dismutacédo do Oz, em uma molécula de O2 e outra de perdxido de
hidrogénio H202. O O2" € uma molécula altamente reativa, quando em excesso pode
gerar danos em diferentes tecidos, sendo de grande importadncia a modulagéo
realizada pela SOD no organismo [77]. Na hipertensao ha grande quantidade de ROS,
como é o caso do Oz, por este motivo a utilizagdo de um mimético da SOD ser uma
opgao na abordagem terapéutica de modelos animais [50].

Conforme as pesquisas foram avancando, foi constatado que durante a
hipertensao a biodisponibilidade do NO é menor. Esse processo impede que o NO aja
na musculatura lisa endotelial, reduzindo a vasodilatagcdo, que resulta em um aumento
na pressao arterial [78]. Em um estudo foram utilizados ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) que receberam infusdo de tempol, estes animais apresentaram
diminuigéo de 32% na pressao arterial média. Quando foi associada a utilizagao de L-
NAME, um inibidor das 6xido nitrico sintases, a agao sobre a pressao do tempol foi
reduzida. Indicando, portanto, que o tempol além de possuir acao sobre o superdoxido
aumenta também a biodisponibilidade de 6xido nitrico [74].

Durante a sepse ocorre intensa producao de ROS, dentre elas o O2 e 0 NO
possuem papel fundamental [79]. Foi entdo que o tempol comecou a ser utilizado em
modelos experimentais sépticos. O tempol possui caracteristicas farmacologicas
importantes quando comparado com a utilizacdo da enzima SOD. Ele possui baixo
peso molecular, € permeavel a membranas bioldgicas podendo agir nos meios extra
e intracelulares, é estavel e mimetiza a agao da SOD [79]. Além disso, possui diversas
vias de utilizacdo: topica, oral, subcutanea, intraperitoneal e intravenosa [50].

Neste trabalho foi utilizado o tempol por existirem indicios prévios do efeito

denitrosilante desta droga. Conjuntamente, este trabalho visou entender melhor o
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efeito da nitrosilagéo sobre a responsividade pressoérica a noradrenalina em animais
acordados, e as interagdes deste processo com as proteinas nitrosiladas. Existem
alguns trabalhos com a utilizacdo de agentes antioxidantes, como é o caso do
ascorbato, durante a sepse. Em que obtiveram resultados promissores, com a
reducdo do dano tecidual e endotelial, a restauragcao da microcirculacédo e a melhora
na resposta cardiovascular [80].

No entanto, alguns destes antioxidantes utilizados previamente, como o
ascorbato e o acido lipoico, exibem capacidade denitrosilante. Porém, nenhum
trabalho avaliou o efeito denitrosilante destes compostos na sepse, bem como suas
implicagdes. O unico trabalho com denitrosilante na sepse foi o que utilizou o DTNB
[44], como ndo se tem a pretensao da utilizagdo do DTNB na clinica, € necessario
expandir os conhecimentos sobre drogas e compostos com potencial denitrosilante.

Conforme os dados encontrados na avaliagdo da pressdo (Quadro 2) os
animais CLP apresentaram pronunciada hipotensdo e baixa responsividade a
noradrenalina, como acontece durante o choque séptico [81]. Evidenciando uma das
grandes problematicas no tratamento da sepse, a dificuldade em elevar a presséo, o
que gera danos em diferentes 6rgaos [81]. Na Figura 14 verificamos os valores
absolutos de pressao arterial dos diferentes grupos, onde fica evidente que os animais
CLP e CLP + Tempol apresentam PAS inferior aos animais Controle. E interessante
observar que o tratamento com tempol tende, por si s6, a aumentar a pressao arterial
dos animais em choque séptico [82]. Os valores de pressao arterial sistolica basal
(Figura 14) dos diferentes grupos avaliados, sendo possivel perceber que nos grupos
CLP Inicial, CLP Final e CLP + Tempol Inicial foram menores em relagdo ao Controle
Inicial e Final.

Durante a curva de dose-resposta a noradrenalina os animais tratados com
tempol apresentaram aumentos significativos na pressao arterial sistélica (Quadro 2),
com valores acima do apresentado pelo grupo Controle. Indicando que além da
hiporresponsividade vascular ter sido revertida, os animais responderam ao estimulo
do vasopressor de maneira expressiva.

E possivel perceber que a porcentagem de proteinas nitrosiladas na aorta
(Figura 16) foi superior no grupo CLP, quando comparado com o grupo Controle.
Corroborando com o que ja é conhecido, durante a sepse ocorre intensa sintese de
NO, o que resulta na nitrosilagao de proteinas em diferentes 6rgaos [21]. Podendo

também, estar relacionada com a ocorréncia da hiporresponsividade vascular. Além
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disso, evidenciando a relagao entre o aumento no grau de nitrosilagao e a diminuigao
da PAS, como também um efeito denitrosilante do tempol [27].

Conjuntamente, quando comparamos a nitrosilagédo total na aorta (Figura 16),
no coracgéo (Figura 17) e no figado (Figura 18) A nitrosilag&o total no figado (Figura
18) foi maior no grupo CLP, ao comparar com o controle. O grupo CLP + Tempol ndo
apresenta significativo aumento da nitrosilagao proteica no figado. Sugerindo um

efeito denitrosilante do tempol neste tecido.

Figura 18Nos eritrocitos (Figura 19) a nitrosilagao total do grupo CLP foi maior
que do grupo Controle. Em todos os tecidos do grupo tratado com tempol, foi
observada reducdo da nitrosilagao proteica, quando comparado ao grupo Controle.
Inclusive no plasma (Figura 20) o tempol foi capaz de reduzir o grau de nitrosilagéo,
ao comparar com o grupo CLP, apesar deste ndo estar aumentando significativamente
em relagao ao Controle.

Na Figura 21 ao se relacionar o grau de nitrosilacdo dos diferentes tecidos
com o A PAS na dose de 20 ug/kg de noradrenalina verificamos um comportamento
similar nos diferentes tecidos do mesmo grupo. Embora haja diferengas no grau de
nitrosilagado entre os tecidos de um mesmo grupo, o aumento na pressao arterial
sistélica pareceu uniforme. Além disso, podemos perceber que as aortas sao mais
nitrosiladas, apds os eritrocitos e o tecido com menor nitrosilagao foi o coragao. Além
disso evidencia o que haviamos visto nos outros graficos de pressado, que o grupo
CLP + Tempol tem um aumento maior na presséao, seguido do grupo Controle e com
0 menor aumento de pressao o grupo CLP. Retratando o potencial do tempol em
restaurar a pressao arterial em modelos de sepse [50].

Ao quantificar a nitrosilacdo de proteinas especificas verificamos que a
nitrosilacdo total dos tecidos tende a se refletir na nitrosilacdo de proteinas
especificas. A PKC, proteina fundamental para a sinalizagdo de vasoconstrigéo pela
ativagao do receptor a1-adrenérgico, teve significativo aumento de nitrosilacdo no
coragdo e na aorta foi observada tendéncia de aumento. E importante destacar que a
nitrosilacdo da PKC resulta na inibicdo desta enzima [34].

Por outro lado, o tratamento com tempol levou a redugdo na expressao da
PKC, na aorta. Logo, podemos sugerir que o tratamento com tempol melhora a

resposta vasoconstritora a noradrenalina devido a diminuicdo da nitrosilagao tecidual,
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tanto observada de forma total como de proteinas especificas, intimamente
relacionadas ao controle da pressédo arterial. Também corrobora os dados de
tendéncia observados no aumento da nitrosilagcdo de GAPDH nos tecidos avaliados,
seguido uma possivel redugado no grupo tempol. Infelizmente devido ao numero de
replicantes reduzido, ndo observamos diferenga significativa nestes grupos.

No que tange a expressao da PKC na aorta (Figura 22C) do grupo CLP esta
reduzida e no coragao (Figura 23A) a nitrosilagdo da PKC foi maior no grupo CLP,
quando comparados com o controle. Podemos relacionar a diminuicdo na expressao
da PKC e o aumento no grau de nitrosilagdo desta mesma proteina em diferentes
o6rgaos com a capacidade de resposta a noradrenalina diminuida. Conforme o que ja
foi relatado em aorta de camundongo, quando aumenta o nivel de nitrosilagdo a PKC
nao responde ao estimulo do agonista, mesmo utilizado um ativador de PKC [34].
Além disso, a redugao na expressdao da PKC na aorta poderia estar relacionada
também a reducdo na resposta a noradrenalina, sendo uma das limitagbes do
trabalho.

Embora durante na sepse sejam esperadas alteragdes nos niveis séricos de
glicose (Figura 25A) nas nossas amostras nao foi possivel identificar diferenca
significativa entre os grupos. Ja o lactato (Figura 25B) [5], [60] no grupo CLP, estava
aumentando, corroborando o que ocorre durante a sepse. Como a analise do lactato
e da glicose foram feitas em somente um momento, em aproximadamente 12 h apés
a CLP, essa é uma limitacdo destas analises.

Nas avaliagcoes de estresse oxidativo as enzimas NADPH oxidases foram
avaliadas. Como elas sao responsaveis por sintetizar as ROS, que possuem grande
participacdo na sepse [45], espera-se que nos animais CLP [83] e CLP + Tempol a
atividade da NADPH oxidase esteja aumentada, como foi o caso do coracgao (Figura
26A). Por outro lado, no figado (Figura 27A) o grupo CLP apresentou atividade das
NADPH oxidases reduzidas quando comparado com o controle. Como a amostra foi
colhida em apenas um momento, pode ser que essa diminuicdo na atividade da
NADPH oxidase hepatica esteja relacionada a uma questao temporal.

No coragao (Figura 26B) quantificagdo de malondialdeido o grupo CLP +
Tempol apresentou reduc¢ao na quantidade de MDA em relagao ao Controle, o tempol
foi capaz de reduzir o dano celular nesse 6rgéo. No figado (Figura 27B), teve aumento
no grupo CLP indicando que houve maior dano celular neste tecido, conforme é

relatado que ocorre durante a sepse [66].
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Ao comparar a GSH (Figura 26C) e a GSSG (Figura 26D) cardiaca,
verificamos que somente no GSH houve diferenga significativa do grupo CLP +
Tempol quando comparado com o Controle. Com uma redugédo na concentragao de
glutationa, isto pode ser explicado devido ao tempol ser um nitréxido ciclico, podendo
reagir com o grupo tiol presente na glutationa promovendo a sua oxidagao [84]. A partir
desta hipotese seria esperado que a glutationa oxidada (Figura 26D) também
estivesse aumentada no grupo CLP + Tempol, porém nossos dados nao
apresentaram diferencga significativa entre os grupos na GSSG cardiaca.

No figado a GSH (Figura 27D) e a GSSG (Figura 27E) apresentaram em
ambas o aumento na concentragao nos grupos CLP. Na sepse o aumento das ROS,
endotoxemia e dos mediadores inflamatorios aumentam a demanda de glutationa,
aumentando a concentracao local de GSH e de GSSG [85]. Ao avaliar nos eritrocitos
somente a GSH (Figura 28D) apresentou diferencga significativa nos grupos CLP e
CLP + Tempol, com a reducgao na concentracao de glutationa em relagao ao Controle.
Evidenciando uma capacidade menor de resposta dos eritrécitos a uma queda na
concentracéo de GSH [86].

Quando quantificamos o nitrito no tecido hepatico (Figura 27C), constatamos
que os grupos CLP e CLP + Tempol apresentaram maiores concentragdes de nitrito
em relagédo ao Controle. O aumento do nitrito durante a sepse ja foi descrito em outros
estudos, uma vez que a patogénese da sepse cursa com intensa participagao do NO
[7].

Na atividade da enzima xantina oxidase (Figura 28A) realizada nos eritrocitos
nao foi encontrada diferenca significativa entre os grupos, ja na concentragao de H20:2
(Figura 28C) houve redug¢ao no grupo CLP + Tempol. Durante a sepse é esperado
que as espécies reativas de oxigénio aumentem, como o H202 é uma ROS, seria
esperado um aumento [85]. Mas como n&o houve aumento da atividade da enzima
XOR, nédo houve um aumento na producao de Oz e por consequéncia, nado houve

maior concentragdo de H20:2 nos eritrdcitos.
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7 CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel obter dados que comprovem a agao do tempol
na melhora da pressao arterial sistdlica de animais sépticos, revertendo por completo
a hiporresponsividade vascular restaurando a resposta hipertensiva da noradrenalina
na PAS, resultando em valores de pressdo acima dos encontrados para os animais
controle. Verificamos também que a S-nitrosilagao total esta aumentada em animais
sépticos e é relevante, pois aparentemente se relaciona com a resposta pressérica. O
tratamento com tempol foi capaz de reduzir a nitrosilagao, indicando que abordagens
com agentes denitrosilantes podem ser benéficas, pelo menos no aspecto pressorico.

Ainda € necessaria a realizacdo de ensaios que possam elucidar o
mecanismo de acdo do tempol na melhora da presséo arterial durante a sepse e
avaliar o mecanismo do seu efeito denitrosilante de proteinas. Ja € um consenso que
o tempol seja um antioxidante ciclico e mimetize a agdo da SOD [50], porém ele pode
possuir outras formas de agdo, que associadas resultem na melhora da pressao
arterial durante o choque.

Na avaliagdo da S-nitrosilagao de proteinas de interesse durante a sepse foi
verificada uma tendéncia nos diferentes tecidos de que o grupo CLP tenha uma
porcentagem maior de nitrosilagdo de proteinas, enquanto o tempol tende a diminuir
essa nitrosilagdo, porém nao foram todas as analises que foram observadas
diferengas estatisticamente significativas. Além disso, existe uma tendéncia de que a
PKA e a PKC tenham sua expressao reduzida nos grupos CLP. Seria interessante
associar as expressoes dessas proteinas com as suas atividades, para avaliar o efeito
da S-nitrosilagdo sobre a atividade proteica.

O trabalho possui ainda varias limitacdes. Para melhor entendimento destes
processos € necessario aumentar o numero de replicatas das analises de biologia
molecular realizadas, em especial da nitrosilacdo proteica total e especifica. Além
disso, seria interessante realizar analises dos animais tratados com o tempol em
diferentes protocolos, como ao avaliar os efeitos em fémeas, ao avaliar a sobrevida

dos animais, como também os efeitos do tratamento no pds-sepse.
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