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RESUMO

Vérios estudos demonstraram que producdo excessiva de NO,
relacionada com o aumento da expressdo da NOS-2, contribui para as
alteragdes hemodindmicas observadas durante a sepse. No entanto,
alguns trabalhos mostram que a inibicdo desta enzima ndo reverte a
hipotenséo, a hiporeatividade a agentes vasoconstritores e ndo influencia
na sobrevivéncia de animais sépticos. Portanto, resolvemos investigar o
papel do NO proveniente da isoforma neuronal da 6xido nitrico sintase
(NOS-1) sobre a reatividade a agentes vasoconstritores, e sua influéncia
na progressdo da sepse bem como o efeito de agonistas opidides sobre
pardmetros comumente avaliados nesta doenca. Nossos resultados
demonstram que animais sépticos sdo sensiveis a analgesia com drogas
opidides em modelo de dor por estimulo térmico e, além disso, os
analgésicos opidides reduziram a hipotensao e hiporeatividade vascular
induzidas pela sepse. Estes compostos quando administrados em doses
baixas ndo interferiram na sobrevivéncia de animais sépticos, enquanto
gue doses maiores aumentam a mortalidade. A inibicdo da NOS-1
melhorou a reatividade vascular a agonistas o e 3-adrenérgicos, tanto na
fase inicial quanto na fase tardia da sepse. Tanto a NOS-1 quanto a
guanilato ciclase solivel tem sua expressdo aumentada nas camadas de
musculo liso vascular da aorta e do leito vascular mesentérico, € nos
momentos mais tardios, ambas as enzimas interagem fisicamente no
leito vascular mesentérico. Parte do mecanismo de reversdo da
hiporeatividade a agonistas a-adrenérgicos, apds inibi¢do da NOS-1, se
deve a reducdo na formacdo de GMPc. No entanto, a reversdo da
hiporeatividade vascular a agentes -adrenérgicos durante a sepse pelo
7-NI parece ser independente do aumento nos niveis de cAMP. As
alteracdes promovidas pelo NO proveniente da NOS-1 no inicio da
sepse estdo relacionadas com a instalacdo da hipotensdo, disfuncdo
vascular, alteracGes na glicemia e nos niveis de leucocitos sanguineos. A
reducdo do contelido enzimatico da NOS-1, reduz ou abole as alteragdes
patolégicas induzidas pela sepse. Nosso trabalho demonstra que o NO
proveniente da NOS-1 participa ativamente na disfun¢do vascular
promovida pela sepse.

Palavras Chave: Sepse, 6xido nitrico sintase neuronal, presséo arterial,
reatividade pressorica, 6xido nitrico






ABSTRACT

Several studies have shown that overproduction of NO,
associated with the increased expression of NOS-2, contributes to the
hemodynamic changes observed in sepsis. However, inhibition of NOS-
2 does not reverse hypotension, hyporesponsiveness to vasoconstrictor
and does not influence the survival of septic animals. Therefore, we
decided to investigate the role of NO derived from the neuronal isoform
of nitric oxide synthase (NOS-1) on the reactivity to vasopressor agents
and the progression of sepsis as well as the effect of opioid agonists on
parameters commonly evaluated in this pathology. Our results
demonstrate that septic animals are sensitive to analgesia with opioids in
the pain model of thermal stimulation. In addition, opioids reduced the
hypotension and vascular hyporesponsiveness induced by sepsis. When
administered in low doses these drugs did not affect the survival of
septic animals, whereas higher doses increased the mortality. The
inhibition of NOS-1 improved the vascular reactivity to o and B-
adrenergic agonists, both in early and late phase of sepsis. The
expression of NOS-1 and soluble guanylate cyclase was increased in
vascular smooth muscle layers of aorta and mesenteric vascular bed and
both enzymes interact physically in the mesenteric vascular bed in late
phase of sepsis. At least part of the mechanism of the recovery in the
responsiveness to adrenergic agonists, after inhibition of NOS-1, is due
to the reduced formation of cGMP. The changes promoted by NOS-1-
derived NO in early sepsis are associated with the onset of hypotension,
vascular dysfunction and changes in blood glucose levels and blood
leukocytes. The reduction in the NOS-1 enzyme content reduces or
abolishes the pathological changes induced by sepsis. Our work
demonstrates that NOS-1-derived NO plays a role in promoting vascular
dysfunction in sepsis.
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1. INTRODUCAO

1.1. SEPSE

O termo sepse era utilizado na Grécia antiga para designar casos
onde havia putrefacdo e associacdo com doenca e morte. Hoje em dia,
sepse define uma condicdo clinica resultante de infeccdo bacteriana,
fangica, viral ou parasitaria e 0 acesso desses microrganismos a corrente
sanguinea (Bone, 1996). A presenca de bactérias gram-negativas ou
positivas, fungos, virus ou protozoarios nos tecidos ou sangue ativa uma
resposta inflamatéria, que na, sepse ocorre ndo apenas no foco
infeccioso, mas no organismo como um todo.

Estudos epidemioldgicos demonstram que a sepse acomete 750.000
pessoas/ano, sendo responsavel pela morte de 250.000 (29%) pessoas sO
nos Estados Unidos. (Martin e Wheeler, 2009; Castellheim et al., 2009).
No Brasil, estudos epidemiolégicos de grande abrangéncia sio
limitados. Um dos mais importantes, 0 BASES (do inglés, Brazilian
Sepsis  Epidemiological Study), foi um estudo multicéntrico
observacional realizado em unidades de terapia intensiva (UTI) de cinco
hospitais em varias regiGes do pais. Revelou que existe uma incidéncia
maior de sepse grave e choque séptico do que a observada em outros
paises. Os dados demonstraram que no Brasil a sepse severa atinge
aproximadamente 27% dos pacientes de UTI, com uma taxa de
mortalidade em torno de 40%. Este indice sobe para perto de 53%
guando diagnosticado o choque séptico. Além disso, o grupo de
pacientes que apresenta a sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SIRS, do inglés systemic inflammatory reaction syndrome) associada a
infeccdo tem uma maior probabilidade de morte (Silva et al., 2004).

A SIRS é o termo utilizado para caracterizar um processo
inflamatdrio sistémico. Ela ndo é exclusiva da sepse, também estando
presente em uma série de estados patolégicos como trauma
generalizado, hemorragias e queimaduras causam a SIRS. Somente
guando infeccdo por microrganismos é confirmada a patologia é
definida como sepse (Tabela 1).
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Tabela 1. Patologias que sdo induzidas pela sindrome da resposta
inflamatdria sistémica.
Génese Condicao Definicdo

Ausénciade  Sindrome da Temperatura corporal >38° C ou < 36° C.

infeccdo resposta . .
. .. Fr nci rdi >
sistémica® '

(SIRS?) Frequéncia respiratoria > 70
batimentos/min.

Leucécitos > 12.000 ou < 4.000 mm?®

Presenca de Sepse SIRS + infeccédo suspeita ou confirmada
infeccdo

Sepse Severa Sepse + disfuncédo de pelo menos um
orgao, hipotensao e hipoperfuséo tecidual.

Choque Séptico Sepse + Hipotensao refrataria® +
Anormalidades de perfusdo vascular.

® Causada por trauma generalizado, hemorragia, queimaduras, isquemia-
reperfusdo.

®Sem medicagdo para o controle da freqiiéncia cardiaca.

“Auséncia de resposta pressorica a agentes vasoconstritores ou administracdo de
fluido.

Fonte: Adaptado de Castellheim et al., 20009.

A SIRS é desencadeada pela superativagdo do sistema imune inato,
resultado principalmente da ativacdo dos receptores do tipo Toll (Toll-
Like receptors; TLR), que induzem a ativacdo celular ap6s interacdo
com produtos de origem bacteriana (Dejager et al.,, 2011). Mais
especificamente o receptor do tipo 4 (TLR4) reconhece o
lipopolissacarideo (LPS) de parede celular de bactérias gram-negativas e
induz a ativagdo do fator de transcri¢do kappa B (NF-xB). A ativacdo do
NFxB induz a formagdo de varios mediadores inflamatérios, como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-13 (IL-13),
interleucina-6 (IL-6); entre outras. (Arnalich et al., 2000; Song e
Kellum, 2005; Nguyen e Smith, 2007). Consequentemente, esta ativa¢do
inflamatdria inicial leva a sintese e a liberacdo de mediadores
secundarios, como enzimas inflamatorias e espécies reativas de
oxigénio, que amplificam o processo inflamatério, sendo esta fase
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inicial classificada como um estado hiperinflamatério (Dejager et al.,
2011).

A ativacdo inicial de neutréfilos, linfocitos e macréfagos € seguida
pela reducdo de sua atividade, que leva a um estado denominado de
hipoinflamag¢do. Os mecanismos precisos que induzem um estado de
relativa imunossupressdo ndo sdo completamente conhecidos, mas a
rapida inducdo de apoptose de linfécitos e células dendriticas, e a
liberacdo de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10, tem sido
relacionadas com esta fase da sepse. Este estado de hipoinflamacdo é
particularmente perigoso uma vez que aumenta o risco de superinfecgdo
(Hotchkiss et al., 2006; Muenzer et al., 2010).

A sepse ndo altera somente as vias inflamatdrias, mas também
promove modificacdes patoldgicas no sistema de coagulacdo. Durante a
sepse ocorre a ativagao das vias pro-coagulantes e reducdo dos niveis de
anticoagulantes enddgenos, como a proteina C ativada e antitrombina, o
que favorece a formacdo de trombos na microvasculatura e o
desenvolvimento da coagulagdo intravascular disseminada (van der Poll
e Opal, 2008).

Também sdo observadas alteragdes metabolicas, como as mudancas
na glicemia. A hiperglicemia esta associada a um mau prognostico, € a
utilizagdo de insulina resultou em aumento da sobrevida e prevencéo da
faléncia multipla de 6rgaos (FMO) (Van den Berghe et al., 2001).

Todas as alteragdes descritas anteriormente associadas as
modifica¢cdes na hemodinamica, que serdo abordadas mais a frente no
texto, levam a FMO. Néo restam davidas de que este fenémeno reduz a
probabilidade de sobrevivéncia dos pacientes com sepse. O risco
aumenta em torno de 20% quando um &rgdo exibe comprometimento
funcional, e quando esta disfuncéo atinge pelo menos dois 6rgdos a taxa
de mortalidade se eleva a 40% (Wheeler e Bernard, 1999). A partir do
reconhecimento patofisioldgico da sepse varios modelos experimentais
foram desenvolvidos com o objetivo de simular a sepse humana.

1.2. MODELOS DE ESTUDO DA SEPSE.

A administracdo endovenosa de toxinas, como zymosano e LPS ou
de bactérias viaveis mostrou-se efetiva em reproduzir uma série de
condi¢cBes da sepse humana, tais como hipotensdo, hiporeatividade
vascular e o status hiper/hipoinflamatdrio. No entanto, estes modelos
tém limitacbes, principalmente porque a sinalizacdo via LPS ¢é
estritamente dependente da ativacdo de TLR4 e ndo reflete toda a
complexidade fisiol6gica da sepse humana, como o intenso, rapido e
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transitério aumento de citocinas e ainda, por ser um modelo muito
controlado e padronizado (Dejager et al., 2011).

O modelo que mais se aproxima de um quadro de sepse humana é
sem divida o de agressdo ao intestino, com consequente liberacdo de
flora microbiana. Este modelo denominado de ligadura e perfuracdo do
ceco (CLP, do inglés, cecal ligation and puncture), e seu variante, o
CASP (do inglés, colon ascendens stent peritonitis, peritonite causada
por cateter no colon ascendente), se caracterizam pela liberagdo
gradativa do contetdo bacteriano colico para a cavidade peritoneal,
induzindo peritonite, a qual pode evoluir para um quadro de sepse e
choque séptico (Wichterman et al., 1980; Benjamim, 2001).

Uma das diferengcas marcantes entre os modelos que utilizam LPS
comparados aos de agressdo intestinal, é que estes Ultimos induzem um
quadro se sepse polimicrobiana, mantém a presenca de um foco
infeccioso e ainda recriam de maneira muito similar as fases
hemodinamicas, metabdlicas, hiper e hipoinflamatérias observadas
durante a sepse (Dejager et al., 2011).

As caracteristicas acima descritas, aliadas a facilidade da execucéo,
tornaram o CLP um dos modelos mais utilizados atualmente para o
estudo da sepse. Apesar de reproduzir com maior fidelidade a condicéo
patolégica humana, é o modelo que causa mais sofrimento aos animais,
pois é um procedimento invasivo, em que ha ruptura do ceco com o
vazamento do conteldo cecal para o peritbnio (Wichterman et al.,
1980). Além disso, dependendo do protocolo experimental, 0s animais
sdo mantidos na condicdo de sepse por longos periodos (Muenzer et al.,
2010).

Por razfes éticas, varios grupos de pesquisa que utilizam o modelo
de CLP como ferramenta de estudo da sepse administram analgésicos
opidides (Martin et al., 1993; Martin e Sibbald 1994; Fox et al., 1996;
Lundblad e Giercksky, 1995). No entanto, nenhum destes trabalhos leva
em consideracdo a possibilidade de interferéncia destas drogas sobre 0s
pardmetros avaliados.

1.3. ANALGESIA DURANTE A SEPSE EXPERIMENTAL.

Analgésicos opidides sdo associados tradicionalmente com anti-
nocicepgdo, este efeito decorrendo principalmente da ativacdo dos
receptores p-opidides no sistema nervoso central e tecidos periféricos
(Trescot et al., 2008). Outro efeito bem documentado do estimulo deste
receptor € a supressao das respostas imunes inata e adaptativa (Sanders
et al., 2009). Vérios estudos “in vitro” e “in vivo” demonstram que
estes compostos inibem a atividade das células natural killer (Carr et al.,
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1993), a proliferacdo de linfdcitos T (Tsai et al., 2000), a expressdo do
receptor de complemento e o burst respiratério em neutrdfilos (Welters
et al., 2000), a quimiotaxia induzida por citocinas (Grimm et al., 1998) e
a fagocitose (Menzebach et al., 2004).

Os efeitos sistémicos da inibicdo do sistema imune pelos opidides,
mais especificamente a morfina, incluem o aumento da mortalidade em
varios modelos animais de infec¢do, inclusive potencializando o efeito
do LPS e aumentando a expressdo de citocinas inflamatdrias como 1L-6
e TNF-o. (MacFarlane et al., 2000; Asakura et al., 2002; Ocasio et al.,
2004; Feng et al., 2006). Camundongos tratados com morfina
desenvolvem col6nias de bactérias gram-negativas no figado, pancreas e
cavidade peritoneal e, além disso, sdo mais suscetiveis a morte por doses
sub-letais de LPS (Hilburger et al., 1997). Além disso, Greeneltch e
colaboradores (2004) demonstraram que a administracdo de naltrexona,
antagonista dos receptores opidides, reduziu os niveis plasmaticos de
TNF-a e a mortalidade associada ao modelo de endotoxemia.

Os opidides ndo promovem apenas alteracdes na fisiologia normal do
sistema imunoldgico, havendo varios relatos da interferéncia destes
compostos na funcdo cardiovascular. Um dos mecanismos propostos é a
modulagdo direta dos receptores adrenérgicos, principalmente os
cardiacos (Molina, 2006). Niveis elevados de B-endorfina foram
correlacionados com reducdo do débito cardiaco (Daly et al., 1987),
efeitos estes decorrentes da alteracdo mediada por opitides das vias
simpaticas de controle cardiaco (Feuerstein, 1985). Microinjecfes de
opidides no nucleo do trato solitario promoveram aumento da pressao
arterial e frequéncia cardiaca (Hassen et al., 1982) e, além disso, foi
demonstrado que ocorre a liberagcdo concomitante de peptideos opidides
pelos neur6nios noradrenérgicos cardiacos (Thureson-Klein, 1983).

Existem poucos trabalhos que investigam o efeito dos opidides sobre
0 sistema cardiovascular em situacdes patoldgicas. Alguns destes
trabalhos demonstraram que a morfina, em doses analgésicas causa um
causa hipotensdo prolongada, maior necessidade de reposi¢do fluidica e
aumento dose-dependente da mortalidade de animais submetidos ao
choque hemorrégico (Feuerstein e Siren, 1996; Molina, 2006). O uso de
antagonistas opioides confirmou a participagdo dos receptores opidides
no prejuizo hemodindmico em condi¢des patologicas. A naloxona
reduziu a instabilidade hemodindmica, bem como a hipotensdo induzida
pelo choque hemorragico (Salerno et al., 1981). Além disso, a
administracdo de naltrexona reduziu a hipotensdo e a bradicardia
causada pelo LPS e melhorou a resposta vascular a noradrenalina e a
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acetilcolina. Estas observagdes foram correlacionadas com a redugéo de
TNF-o. plasmatico e producdo de espécies reativas de oxigénio
induzidas pela ativacao opidide (Lin et al., 2005).

Portanto, a influéncia dos analgésicos opidides nos modelos de CLP
ndo pode ser desprezada. Sem os devidos controles, esta terapia pode
induzir a resultados de interpretagdo duvidosa, ou que ndo possam ser
reproduzidos por outros laboratérios, principalmente quando os
objetivos  experimentais forem relacionados com alteracdes
imunologicas e cardiovasculares.

1.4. FENTANIL, TRAMADOL E CODEINA.

O fentanil é um potente agonista seletivo dos receptores p-opiodides e
promove intensa analgesia, sendo cerca de 80 vezes mais potente que a
morfina. O fentanil compartilha os mesmos efeitos imunossupressores
da morfina. Administrado agudamente em camundongos, reduz a
proliferacdo de linfdcitos e a atividade das células natural killer (NK).
No entanto, apés o tratamento crbnico/continuado esta propriedade
tende a desaparecer. Ao contrario, a administracdo de fentanil em seres
humanos, aumenta a atividade NK e a quantidade de linfdcitos
circulantes (Karst et al., 1999, Yeager et al., 2002; Martucci et al.,
2004).

Embora originalmente descrito como um agonista opidide, o
tramadol ndo compartilha os efeitos imunossupressores da codeina e da
morfina (Sacerdote et al., 1997; Yu-Chuan et al., 2001). Este composto
apresenta atividade dependente e independente do receptor p-opidide
(Ide et al., 2006). E um analgésico com poténcia 5 a 10 vezes menor que
a da morfina, apesar de sua afinidade por receptores de opidides ser
6.000 vezes menor (Raffa et al., 1992; Eggers e Power, 1995). Em
decorréncia, somente parte da analgesia promovida pelo tramadol ¢
inibida pela naloxona (Dayer et al., 1997). Além disso, o tramadol tem
um baixo risco de provocar depressdo respiratéria e ndo afeta o transito
gastrintestinal em ratos submetidos a CLP, ao contrario do fentanil, que
causa uma reducéo significativa na motilidade gastrintestinal (Vickers et
al., 1992; Topcu et al., 2006).

Diferente do fentanil, a codeina é considerada um analgésico fraco e
ndo é utilizada nas UTIs. No entanto, como sua poténcia analgésica €
similar a do tramadol e tem fraca afinidade sobre os receptores pu-
opioides, foi adicionada ao estudo. Uma das caracteristicas importantes
da codeina que a distingue dos dois outros compostos em estudo é sua
capacidade de provocar intensa depressdo respiratoria (Vree et al.,
2000).
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1.5. ALTERACOES HEMODINAMICAS DURANTE A SEPSE

Do ponto de vista hemodinamico, dois estagios distintos séo
observados durante a sepse, uma fase inicial (hiperdindmica
circulatdria), onde se observa um aumento do débito cardiaco associado
a queda da resisténcia periférica, e uma segunda fase (hipodindmica
circulatoria), caracterizada pela diminuicdo do desempenho cardiaco
com redugdo do débito cardiaco e hipotensdo mais severa. Além disso,
nesta segunda fase a resposta vascular a administracdo de agentes
vasoconstritores € reduzida (Clowes, 1966). O modelo de CLP reproduz
de maneira muito proxima as alteragBes circulatorias observadas em
humanos (Dejager et al., 2011).

AlteracOes na pressao arterial média (PAM) sdo comuns em diversas
situac@es fisioldgicas ou patoldgicas. Mesmo que a PAM seja reduzida a
70 mmHg, o sistema de auto-regulacéo local mantém a perfuséo tecidual
a um nivel adequado. No entanto, em pacientes sépticos esta regulacdo
encontra-se comprometida, ja que a grande maioria apresenta redugdes
de PAM abaixo do nivel de auto-regulacdo. Se a PAM cai a valores
préximos de 60 mmHg a perfusdo cardiaca cai a 80% e a renal é a
metade da normal (Bellomo e Giantomaso, 2001). A maior causa deste
declinio é a redugdo da resisténcia vascular periférica, resultado de uma
vasodilatacdo inapropriada dos leitos arterial e venoso, com reducéo do
débito cardiaco e aumento do extravasamento plasmatico,
comprometendo a perfusdo adequada dos 6rgdos (Sladen e Landry,
2000; Bauer, 2002). Este ultimo fendbmeno é potencialmente grave
porque, associado a outros fatores, compromete a funcdo do 6rgédo
afetado.

A baixa perfusdo tecidual esta associada a disfuncdes na
microvasculatura, e pacientes com sepse que apresentam melhora da
perfusdo microvascular nos primeiros dias de hospitalizagcdo tem uma
maior taxa de sobrevivéncia. Por outro lado, pacientes que mantém a
disfuncdo microvascular normalmente vdo a o6bito (De Backer et al.,
2002; Bateman e Walley, 2005).

A mais importante alteracdo na microvasculatura é a redistribuicéo
do fluxo sanguineo, evento que altera a disponibilidade de oxigénio dos
tecidos. No entanto, em estudos clinicos e em animais sépticos observa-
se que a tensdo de oxigénio € normal e em muitos casos aumentada, nos
musculos, intestinos, e bexiga. Isso implica em afirmar que o oxigénio
esta disponivel em nivel celular, mas ndo esta sendo utilizado (Singer,
2008).
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Segundo os protocolos sugeridos pela Campanha Sobrevivendo a
Sepse (The Surviving Sepsis Campaign), quando a PAM cai abaixo de
70 mmHg, com presenca de oligdria e saturacdo venosa central (taxa de
dissolucéo de oxigénio venoso) acima de 70% e pressao venosa central
de 12-15 mmHg, faz-se necessario aplicar técnicas de ressuscitacdo
(Dellinger, 2004). A terapia mais indicada neste caso consiste na
administragdo endovenosa de fluido isotbnico. No entanto, apesar do
aumento consideravel da volemia promovido por esta técnica, a PAM
em muitos pacientes se mantém abaixo do nivel ideal. Nesta fase da
sepse a utilizagdo de terapia vasoconstritora torna-se imperativa. Com o
objetivo de elevar a PA e manter a perfusdo dos Orgdos séao
administradas catecolaminas como a noradrenalina, a adrenalina, a
dopamina e a dobutamina (Dellinger, 2004).

A terapia de volume combinada a de vasoconstritores melhora
consideravelmente o fluxo na microcirculacdo, restabelece a funcdo dos
6rgdos, e 0 mais importante, aumenta a taxa de sobrevivéncia. A
aplicacdo deste protocolo reduz o indice de mortalidade de 46,5 % para
30,5 % (Rivers et al., 2001).

Uma diferenca importante entre individuos normais e pacientes
sépticos, € que nos Ultimos, estas catecolaminas sdo administradas em
doses relativamente altas e por longos periodos, desta forma,
aumentando a probabilidade de promover efeitos colaterais, como
induzir isquemia renal e esplancnica, agravando a hipoperfusao tecidual.
Apesar disso, a infusdo de noradrenalina na endotoxemia parece reverter
a hipotensdo e melhorar a circulagdo sanguinea renal (Bellomo e
Giantomaso, 2001). No entanto, com o passar do tempo de infusdo, as
drogas vasopressoras tendem a reduzir sua capacidade de manter a PAM
por um mecanismo ainda pouco compreendido, caracterizando a
hiporeatividade progressiva a agentes vasoconstritores.

Do mesmo modo que em humanos, animais submetidos ao
procedimento de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP), apresentam o0s
sinais classicos de hipotensdo progressiva e reatividade vascular
reduzida, como a observada nos pacientes sépticos (Fernandes et al.,
2009). (Esquema 1)
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Esquema 1. Tragado tipico da pressdo arterial de um experimento mostrando
a hipotensdo e a redugdo na resposta vasoconstritora da fenilefrina apds o
procedimento de ligacéo e perfuragdo cecal (CLP).

Fonte: Fernandes, et al., 2009.

1.6. PAPEL DO NO NAS ALTERACOES HEMODINAMICAS DURANTE A
SEPSE

Vérios estudos demonstram que a producédo excessiva de NO durante
a sepse contribui para a incapacidade dos leitos vasculares em responder
a estimulos contrateis ou vasodilatadores (vasoplegia). O NO promove
ainda disfungdo cardiaca, dano hepatico e aumento da permeabilidade
vascular, tanto em humanos como em animais (Titheradge, 1999).

O NO ¢ sintetizado por um grupo de enzimas denominadas 6xido
nitrico sintases (NOS). Trés genes codificam trés isoformas distintas
denominadas de NOS: a Oxido nitrico sintase neuronal (NOS-1), a
endotelial (NOS-3) e a induzivel (NOS-2). NOS-1 e NOS-3 sdo
consideradas enzimas constitutivas (cNOS), mas a NOS-2 é induzida
por diversos estimulos, principalmente inflamatdrios. Todas as trés
enzimas utilizam a L-arginina, oxigénio e NADPH, como substratos, e
tetrahidrobiopterina (THB,), o dinucleotideo de flavina e adenina (FAD)
e o mononucleotideo de flavina (FMN) como cofatores, além da
calmodulina, considerada um ativador alostérico da NOS (para uma
revisdo mais detalhada ver Alderton et al., 2001).

Existem diferengas importantes entre as cNOS e a NOS-2. A
atividade das cNOS ¢ estimulada pelo influxo de calcio extracelular,
enquanto que os niveis intracelulares basais de calcio sdo suficientes
para a atividade da NOS-2. As cNOS apresentam uma atividade
transitdria e produzem baixas quantidades, na ordem de picomolar, de
NO. Ao contrario, a atividade da NOS-2 é sustentada e produz
concentragcbes nanomolares de NO durante sua ativacdo. Apesar da
atividade da NOS-1 ser transitdria, Nishida e Ortiz (1998)
demonstraram que a producdo de NO, “in vitro”, pela NOS-1 é
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comparavel a da NOS-2 (105 e 96 nmol de NO min™ para NOS-2 e
NOS-1, respectivamente).

A maioria dos efeitos vasculares do NO s&o mediados pela ativagdo
da guanilato ciclase solvel (GC), que produz monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc). A sintese intracelular de GMPc promove uma
cascata de eventos intracelulares, que resulta no relaxamento do
musculo liso vascular, inibicdo da agregacdo plaquetdria e da
proliferacdo do musculo liso, entre outros (Alderton et al., 2001).

A producdo excessiva de NO durante a sepse esta relacionada com o
aumento da expressdo da NOS-2, apés ativacdo do fator de transcri¢do
NF-xB. A NOS-2 produz grandes quantidades de 0xido nitrico e varios
trabalhos demonstram um acimulo dos metabolitos do NO com o passar
do tempo da sepse (Feihl et al., 2001). Os efeitos do excesso do NO
sobre 0s mecanismos de contratilidade vascular podem ser observados
no Esquema 2.

Os mecanismos classicos pelo qual o NO produz relaxamento
vascular j& foram, de certo modo, bem descritos durante a sepse. A
ativacdo excessiva da via NO-sGC-GMPc foi demonstrada pelo
aumento da expressdo da sGC e consequente producdo de GMPc,
principalmente nas fases tardias da sepse. A inibicdo da sGC melhorou a
resposta a agentes vasoconstritores (Fernandes et al. 2006; Fernandes et
al., 2009). Recentemente foi demonstrado que o0 GMPc produzido via
NO derivado da NOS-2, inibe a via Rho-A/Rho-quinase, prejudicando a
fosforilagdo da miosina fosfatase e consequentemente reduzindo a
contratilidade vascular (da Silva-Santos et al., 2009).

A ativacdo excessiva dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp)
parece contribuir com o prejuizo da contratilidade vascular, uma vez que
a glibenclamida e o tetraetilamdnio restauraram a pressdo arterial e a
reatividade vascular a catecolaminas (da Silva-Santos et al., 2002).
Estudos recentes demonstram que a bomba de s6dio potassio ATPase
(Na'/K'/ATPase) estad expressa em maior quantidade nas células do
musculo liso vascular, contribuindo para o prejuizo da contratilidade
vascular (Chem et al., 2005).

A geracdo simultanea de NO e superdxido favorece a produgdo do
anion peroxinitrito (ONOO™), um radical livre que parece ser o
responsavel pela maioria dos efeitos tdxicos associados com a produgédo
do NO. O peroxinitrito pode danificar ou depletar os niveis de varios
componentes vitais e causar dano no DNA (Beckman et al., 1990; King
etal., 1992).
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Esquema 2 — Mecanismos dependentes de NO e GMPc que contribuem para a
perda da contratilidade vascular durante a sepse. O LPS induz a expressédo de
NOS-2 dentro do musculo liso vascular. A producdo excessiva de NO leva a
hiperpolarizagio e reducdo da concentragéo intracelular de célcio, resultando no
relaxamento vascular e hiporeatividade vascular a agentes vasopressores.

Fonte: Adaptado de Szabo e Wu, 2011.

A capacidade do peroxinitrito em prejudicar a contratilidade vascular
pode envolver diversas vias. Diretamente, este radical reduz a
capacidade de ligacdo de agonistas com o receptor oy-adrenérgico
(Takakura et al., 2002), embora também sejam observados efeitos
indiretos. E bem conhecido que o peroxinitrito ativa as
metaloproteinases (MMPs) e, recentemente, foi demonstrado que a
inibicdo da MMP-9 protegeu animais da hipotensdo e hiporeatividade
vascular (Okamoto et al., 2001; Cena et al., 2010). O peroxinitrito
provoca dano direto no DNA e consequentemente ativa as enzimas poli
(ADP-ribose) polimerases (PARP), que promovem o reparo dos danos.
Estas enzimas foram originalmente relacionadas apenas com reparo e
manutencdo do DNA. No entanto, observou-se que durante a sua
atividade depletam o seu subtrato, a nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD"). A deplecdo de NAD" prejudica a glicélise, o ciclo de Krebs e
reduz os niveis de ATP, levando a disfuncdo celular (Jagtap e Szahd,
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2005). A suplementacdo com nicotinamida protegeu os animais da
disfungdo vascular durante a sepse (Zingarelli, 1996).

O aumento da expressao da ciclooxigenase-2 (COX-2) ja foi descrito
na sepse. Além disso, o NO pode ativar a ciclooxigenase e aumentar a
producdo de prostaglandinas, em particular a prostaglandina I, (PGly),
promovendo vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. De
fato, o blogueio seletivo do receptor da PGlI,, atenuou a hipotenséo e
reduziu a frequéncia cardiaca, demonstrando um efeito protetor sobre o
sistema cardiovascular (Hocherl et al., 2008).

1.7. A OXIDO NITRICO SINTASE NEURONAL (NOS-1)

A NOS-1 é uma proteina formada por 1434 aminoacidos com peso
molecular estimado em 160 kDa (Boissel et al., 1998). Na sua forma
monomeérica é inativa e somente se torna ativa ap6s dimerizacéo (Reif et
al., 1999). Como nas demais NOS, seu mecanismo catalitico se baseia
na conversdo de L-arginina em citrulina e 6xido nitrico, e envolve uma
transferéncia de elétrons do NADPH para a o dominio flavina e, em
seguida, outra transferéncia para dominio de ligagdo ao heme (Roman et
al., 2006).

A NOS-1 é expressa em neurdnios (Yuan et al., 2004), musculo liso
vascular (Boulanger et al., 1998), midcitos cardiacos (Wang et al.,
2008), musculo esquelético (Nakane et al., 1993), no plexo miontérico
intestinal (Sessa et al., 1993), nas células da macula densa do rim,
(Wilcox et al., 1992) e em uma série de outros tipos celulares.

A transcricdo do gene da NOS-1é extremamente complexa devido a
diferentes transcricbes do primeiro exon e da geracdo de variantes
protéicas (splicing alternativo) (Wang et al., 1999). O splicing
alternativo do acido ribonucléico mensageiro (MRNA) da NOS-1 gera
pelo menos trés variantes com diferentes pesos moleculares, a NOS-1a.
(160 kDa), NOS-1p (130 kDa), NOS-1y (125 kDa). A NOS-1a é a Unica
que contém o dominio PDZ (PDZ ¢é a combinagdo das primeiras letras
de trés proteinas: Post synaptic density protein (PSD95), Drosophila
disc large tumor suppressor (DIgA), e Zonula occludens-1 protein (zo-
1). Proteinas que apresentam este dominio interagem mutuamente
formando complexos protéicos, levando a modificagdo de localizagéo e
de atividade, entre outras alteracdes (Kone et al., 2003). A falta de
traducdo do segundo exon ndo codifica 0 dominio PDZ, portanto as
NOS-1B e NOS-1y, encontram-se sollveis no citosol (Brenman et al.,
1996). A NOS-1yndo apresenta atividade enzimética, enquanto NOS-1§3
possui atividade 80% menor que NOS-1a, sugerindo que a associa¢cdo
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da membrana ndo é estritamente necessaria para a atividade catalitica da
NOS-1 (Brenman et al., 1996; Eliasson et al., 1997).

A NOS-1 é encontrada predominantemente na membrana plasmatica,
ligada diretamente ou ancorada com outras proteinas adaptadoras, mas
também € encontrada no citosol (Hecker et al., 1994). A localizacdo
celular da NOS-1 é dependente de uma série de associacbes com
proteinas adaptadoras, € a Unica das trés isoformas da NOS que
apresenta um dominio de ligacdo PDZ. Os complexos protéicos
formados pela unido de dominios PDZ normalmente estdo localizados
préximos a regides de contato célula-célula e acredita-se que podem
modular vias de transducdo de sinal, modificando a localizacdo e a
funcionalidade das proteinas associadas (Kone et al., 2000).

Um exemplo deste efeito ocorre préximo ao receptor NMDA (N-
Methyl-D-aspartate). A PSD-95 é uma proteina responsavel pela
formagdo de complexos protéicos de transducdo de sinal (Garner et al.,
2000; Sheng e Pak, 2000). As interacdes desta proteina sdo mediadas
principalmente por trés dominios PDZ, um destes dominios interage
com o receptor NMDA (Kornau et al., 1995), enquanto o segundo
dominio faz ligacdo com a NOS-1, aproximando o receptor da enzima
(Jaffrey 1998 e 2002). O influxo de calcio promovido através do
receptor NMDA ativa seletivamente a producdo de NO pela NOS-1. A
proximidade entre as proteinas garante um processo de ativagdo
eficiente e compartimentalizado (ver Esquema 2). Ocorre ainda a
interacdo com receptores alfa-adrenérgicos, de bradicinina e proteinas
como caveolinas 1 e 3, mas o significado fisioldgico destas interagdes
permanece uma incégnita (Kone, 2003).

O NO esté relacionado com diversas fungdes em nivel de sistema
nervoso central e também nos tecidos. O NO derivado da NOS participa
na formacdo da potenciagdo de longo prazo, um mecanismo de
formacdo de memdria no hipocampo. A inibicdo da NOS-1 prejudica o
aprendizado e a memdria (Béhme et al., 1993; Bone e Garthwaite,
2003). Em modelos de isquemia focal, a ativacdo da NOS-1 esta ligada
ao dano neuronal, e inibidores da NOS-1 como o 7-NI (um inibidor dito
seletivo da NOS-1), reduzem a &rea de lesdo isquémica (Eliasson et al.,
1999; Sun et al., 2005). Além disso, o 7-NI exibe efeito como de
antidepressivos no modelo de nado forgado, que foram revertidos com a
administracdo de L-arginina, indicando uma influéncia da NOS-1 nos
mecanismos moleculares dos distirbios depressivos.
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18 NOS-1 E A REGULAGAO VASCULAR DO FLUXO
SANGUINEO.

A principal fonte de NO implicado no controle da pressdo arterial
provém do endotélio. A ativacdo da isoforma endotelial da NOS relaxa a
musculatura lisa vascular através da geracdo de NO (Palmer et al., 1988;
Moncada e Higgs 1993). A ativacdo desta enzima € devida
principalmente ao estresse de cisalhnamento (shear stress), mas também
¢ induzida por uma variedade de agonistas que agem no endotélio
vascular, como a acetilcolina (Vallance e Chan, 2001). No entanto, a
regulacdo do ténus vascular parece ndo ser uma exclusividade do NO
produzido pela NOS-3. Uma substancial quantidade de evidéncias, tanto
de animais quanto em humanos demonstra que a NOS-1 participa
fisiologicamente da regulacdo do ténus vascular especificamente em
alguns tecidos.

A inibicéo seletiva da NOS-1 no rim reduz o tdnus arteriolar aferente
e eferente, sem, no entanto, afetar a vasodilatacdo induzida por
acetilcolina (Ichihara et al., 1998). A NOS-1 € particularmente expressa
nas células da macula densa e a sua retirada das células abole o efeito
vasoconstritor dos inibidores da NOS-1, Além disso, camundongos
knockout para NOS-1 apresentam reduzida taxa de filtracdo glomerular
em comparagdo com camundongos normais a altas concentragdes de
sodio. (Vallon et al. 2001).

O tdnus vascular cerebral também sofre influéncia da NOS-1 e a
inibicdo desta enzima aboliu a resposta vasodilatadora induzida pela
hipoxia, o aumento do fluxo sanguineo derivado da hipercapnia e
reduziu o diametro das artérias cerebrais (Heinert et al., 1999; Bauser-
Heaton e Bohlen, 2007). Além disso, camundongos que ndo expressam
0 gene da NOS-1 tem resposta cerebrovascular reduzida a acetilcolina e
ao L-NAME (Atochin et al., 2003).

A NOS-1 pode alterar o tonus vascular periférico pela inibi¢do da
atividade nervosa simpatica vascular. A inibicdo da NOS-1 no leito
vascular mesentérico, sem endotélio, aumenta a vasoconstricdo e a
concentracdo de noradrenalina apds estimulacéo elétrica. Nesta mesma
linha de pensamento, o tratamento com capsaicina reduziu a
imunoreatividade para a NOS-1 neste leito e ainda aboliu 0 aumento da
resposta vasoconstritora ap6s estimulagdo nervosa perivascular
(Hatanaka et al., 2006). Estes dados sugerem que o NO liberado pela
NOS-1 de fibras nervosas sensiveis a capsaicina podem modular a
neurotransmissdo simpatica e, portanto, o tonus vascular. Além disso,
apos reducdo da pressao arterial sistémica, 0 NO proveniente da NOS-1
esta relacionado ainda com a vasodilatacdo e restabelecimento do fluxo



43

sanguineo coroidal (Reiner et al., 2010) e também com o ténus das
artérias coronarias (Seddon et al., 2009).

"' Receptor
( | NMDA

PDZ .'

> ®

- -
(PDZ | » ~ NO Excitotoxicidade

Desacoplamento
|
- Aprendizado

([ PDZ | > NO Memoria

Neurogénese

Esquema 3. Mecanismo hipotético da influéncia da interagdo da NOS-1 com a
PSD-95 na sinalizagdo do sistema nervoso central. O glutamato induz a ativagéo
do receptor NMDA e leva a formacdo do complexo NMDA/PSD-95/NOS-1. O
influxo de célcio através do receptor NMDA ativa a NOS-1 que produz grandes
quantidades de NO, mediando um componente importante da excitotoxicidade.
Agentes que promovem o desacoplamento dissociam o complexo PSD-95/NOS-
1 agem como agentes neuroprotetores. Mais importante ainda, a presenca de
agentes de desacoplamento ndo afeta a via de sinalizagcdo nem a interacdo com
outras proteinas (ndo representadas na figura), portanto, as fungoes fisioldgicas
da NOS-1, como aprendizagem, memoria e neurogénese, ndo sao afetadas.
Fonte: Adaptado e modificado de Zhou e Zhu, 2009
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Uma das evidéncias mais importantes da participacdo da NOS-1 na
regulacdo do tbnus vascular em processos patologicos vem do estudo de
pacientes com distrofia muscular de Duchenne, e do equivalente animal,
camundongos mdx. A NOS-1 interage com a distrofina e a distrobrevina
que ficam ancoradas na membrana, associadas a glicoproteinas. Esta
interacdo aproxima a NOS-1 da membrana e facilita as a¢cdes do NO
sobre o leito vascular dos musculos esqueléticos (Brenman et al., 1995;
Thomas et al., 1998). Pacientes com distrofia muscular de Duchenne
ndo expressam distrofina e, consequentemente, a proximidade da NOS-1
com a membrana plasmatica é reduzida, bem como sua expressdo nos
musculos esqueléticos (Brenman et al., 1995). A auséncia de
vasodilatacdo do leito vascular dos musculos esqueléticos destes
pacientes foi relacionada com reducdo do NO derivado da NOS-1. Além
disso, a hipotensdo induzida pelo choque anafilatico foi atenuada pela
administragdo de 7-nitroindazol (7-Nl), inibidor preferencial NOS-1. No
entanto, a inibicdo ndo seletiva das NOS aumentaram a PAM
promovendo aumento da mortalidade (Zang et al., 2009).

Segundo Melikiana e colaboradores (2009), a NOS-1 tem um papel
distinto da NOS-3 na regulacdo fisioldgica do tonus vascular. Enquanto
a NOS-3 facilita as alteragfes dindmicas da distribuicdo do fluxo
sanguineo, por exemplo, em resposta ao estresse de cisalhamento e tem
efeitos anti-ateroscleréticos, 0 NO derivado da NOS-1 regula o tbnus
vascular e fluxo sanguineo basal.

1.9. NOS-1 NA SEPSE E ENDOTOXEMIA.

A primeira evidéncia de que a NOS-1 participa ativamente da
hiporeatividade vascular na sepse veio das observacdes de Gocan e
colaboradores (2000), de que a inibicdo seletiva desta enzima melhorava
a resposta vasodilatadora da acetilcolina nos misculos. Posteriormente,
0 mesmo grupo demonstrou que animais que ndo expressavam o gene
(knockout) da NOS-1, ndo apresentam hiporeatividade a
vasoconstritores nos momentos mais tardios da sepse, enquanto animais
knockout para NOS-2 e NOS-3 continuam hiporeativos.

Utilizando um modelo de sepse em ovelhas Enkhbaatar e
colaboradores (2003), demonstraram que a infusdo de 7-NI apds a
inducdo de sepse melhorou a troca gasosa pulmonar, reduziu os niveis
de NOx e a resposta inflamatéria aguda, bem como reduziu o edema e
preveniu a obstrucdo pulmonar. Além disso, a melhora dos parametros
pulmonares ndo foi reproduzida pela inibicdo da NOS-2 com
aminoguanidina. Estes dados foram confirmados posteriormente
utilizando outro inibidor da NOS-1 (Enkhbaatar et al., 2009). O mesmo
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grupo demonstrou que a inibicdo da NOS-1 nas fases iniciais da sepse,
acompanhada da inibicdo tardia da NOS-2, atenuou a hipotensao
arterial, a depressdo do miocardio, e reduziu a lesdo renal e hepatica
(Lange et al., 2010). A administracdo de 7-NI reduziu a peroxidagédo
lipidica e a producdo de superoxido e nitrito e ainda aumentou a
atividade da SOD nos capilares cerebrais de ratos sépticos (Ninkovi¢ et
al., 2006).

Os modelos que utilizam LPS como indutor de sepse também nos
fornecem informacGes valiosas sobre o comportamento da NOS-1
durante a endotoxemia. A hipertemia induzida pelo LPS foi
parcialmente reduzida pelo bloqueio da NOS-1 (Soszynski e
Chelminiak, 2007; Perotti et al., 1999), bem como a administracdo de 7-
NI em animais endotoxémicos reduziu a ativagcdo do NF-xB no sistema
nervoso central (Glezer et al., 2003). O LPS promoveu um aumento da
expressdo da NOS-1 em camundongos knockout para NOS-2 e o
aumento da expressao desta enzima foi relacionado com o declinio da
forca de contragdo do diafragma (Comtois et al., 1999 e 2001).

Além disso, o LPS induziu um aumento na expressdo da NOS-1 em
oligodendrécitos, levando a formacdo de peroxinitrito e resultando na
reducdo da viabilidade celular (Yao et al., 2010). A inibicdo da NOS-1
reduziu a expressdo de TNF-o. em cardiomidcitos estimulados com LPS
por um mecanismo que envolve a regulacdo do célcio intracelular,
enquanto a NOS-3 eleva as concentragdes desta citocina nas mesmas
condicdes experimentais (Peng et al., 2003; Geoghegan-Morphet et al.,
2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICATIVA

N&o resta ddvida de que o NO é um dos principais mediadores
envolvidos na instabilidade hemodinamica durante a sepse, e que a NOS-2 é
uma das principais fontes de geracdo deste mediador. No entanto, a inibi¢do
seletiva da NOS-2 falha em restaurar a pressdo arterial e a reatividade
pressérica no modelo CLP. Além disso, o conteido protéico desta enzima
se encontra reduzido nas fases mais tardias, onde a hipotensdo e
hiporeatividade vascular sdo mais intensas. Deste modo, a importancia do
NO derivado das outras isoformas de NOS pode participar de forma ativa na
disfuncdo vascular da sepse. Por este motivo resolvemos investigar a
participacdo do NO derivado da NOS-1 nesta disfuncdo em animais
sépticos.

2.2. HIPOTESE
Seria 0 NO proveniente da NOS-1 um importante mediador da
hiporeatividade vascular durante a sepse?

2.3. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo principal investigar se o NO
proveniente da isoforma neuronal da dxido nitrico sintase prejudica a
reatividade vascular durante a sepse. Além disso, determinar se 0 NO
proveniente desta enzima é um mediador importante no inicio da sepse.

2.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

a) Verificar se a administragdo de analgésicos opidides altera parametros
comumente avaliados durante a sepse.

b) Determinar a seletividade do 7-NI, como inibidor da 6xido nitrico
sintase neuronal (NOS-1).

¢) Avaliar o efeito da inibicdo seletiva da NOS-1 e NOS-2 sobre a presséo
arterial.

d) Investigar o envolvimento da NOS-1 e NOS-2 na reatividade pressorica
a vasoconstritores a-adrenérgico e (3-adrenérgico.

e) Determinar a localizagdo, o contetdo protéico e a possivel interacao
entre a NOS-1 e a guanilato ciclase.

f) Auvaliar o efeito do 7-NI sobre os niveis de GMPc em tecidos de animais
sépticos.

g) Determinar efeito do 7-NI sobre os niveis de AMPc em tecidos de
animais sépticos.

h) Verificar o envolvimento da NOS-1 no inicio da sepse.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar fémeas, com 2,5 a 3
meses de idade, fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. Os animais
foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia,
CCB - UFSC, em temperatura controlada de 22 + 2 °C, em ciclo
claro/escuro de 12 h, com acesso a agua e ragdo ad libitum. Os
experimentos foram realizados de acordo com as Diretrizes de Cuidados
com Animais de Laboratério dos Institutos Nacionais de Salde, dos
Estados Unidos da América (NIH; EUA). Todos os procedimentos
foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFSC, sob o protocolo PP00319.

3.2. TECNICAS EXPERIMENTAIS

3.2.1. Modelo de septicemia por ligadura e perfuracdo do ceco (CLP)

Os animais foram anestesiados com quetamina/xilazina (90/15
mg/kg, i.p.). Em seguida, foram submetidos a uma laparotomia com
incisdo de aproximadamente 1 cm e subsequente exposicdo e ligadura
ndo-obstrutiva do ceco, abaixo da vélvula ileocecal. Para inducdo da
septicemia, o ceco dos animais foi perfurado 20 vezes com agulha 18G,
seguido de leve compressdo para assegurar O extravasamento do
contetido cecal. Apds a perfuracdo, o ceco foi colocado novamente na
cavidade abdominal, seguindo-se a sutura da musculatura e da pele do
local. Apéds a sutura, 0s animais receberam 2 mL de salina (s.c.) para
reposicdo fluidica e foram mantidos em ambiente aquecido até a
recuperacdo da anestesia (1 a 2 horas). Os animais do grupo controle
(animais falso-operados) foram submetidos aos mesmos procedimentos
cirtrgicos, ndo sofrendo, contudo, ligadura e perfuraces do ceco. As
avaliagBes realizadas nos animais sépticos deste estudo foram feitas 6,
12 e 24 horas ap0s a cirurgia. Os animais falso-operados foram sempre
avaliados ap6s 24 do procedimento cirdrgico.
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3.2.2. Avaliacdo da Pressdo Arterial Média (PAM) e frequéncia

Cardiaca (FC).

Para a avaliagdo da pressdo arterial os animais foram anestesiados
com quetamina/xilazina (90/15 mg/kg), injetada por via intramuscular, e
posicionados em decUbito dorsal sobre uma plataforma metalica
aquecida a 37°C. Em todos o0s experimentos, a veia femoral esquerda foi
dissecada para a inser¢cdo de uma agulha acoplada a uma céanula de
polietileno (PE 50) e a uma seringa. Esse acesso venoso foi a via de
administragdo para alguns dos compostos utilizados. A prevencéo da
formacdo de coagulos e da obstrugdo das canulas foi feita pela injecéo
de 30 UI de heparina sddica diluida em 100 pulL de PBS, através da
canula implantada. Os animais foram entdo submetidos a uma
traqueostomia para facilitar a respiracdo espontanea e, em seguida, a
artéria carétida esquerda foi localizada e cuidadosamente separada do
nervo vago e dos tecidos adjacentes. O fluxo sanguineo da carétida foi
interrompido na extremidade distal através de ligadura com fio de
sutura, enquanto que o fluxo da extremidade proximal foi
temporariamente interrompido através de compressdo com uma pinca
curva. Um pequeno corte foi realizado na regido medial da porcdo da
artéria carotida, servindo como via de insercdo de um cateter de
polietileno (Angiocath®, n® 19), devidamente heparinizado. O cateter foi
firmemente amarrado a artéria e conectado ao transdutor de presséo
(Mikro-Tip®, Millar Instruments, Inc., Huston, Texas, EUA) acoplado a
um amplificador e analizador Powerlab 8/30 (AD Instruments Pty Ltda.,
Castle Hill, Australia). Os registros de pressdo arterial média (PAM) e
da frequéncia cardiaca (FC) foram avaliados e analisados em um
computador  (sistema  operacional Windows XP™,  Microsoft
Corporation, EUA) por um software de integragdo Chart6™.

3.2.3. Preparo das amostras para imunoeletroforese (Western blotting) e

coimunoprecipitagao.

Os tecidos dos animais foram homogeneizados (100 mg de tecido/1
ml de tamp&o) em tampdo gelado a 4°C contendo 150 mM de NacCl, 10
mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 0,2 mM de
ortovanadato de sodio e 1% de Triton X-100, pH 7,4 e contendo 1
mg/ml de cada um dos seguintes inibidores aprotinina, leupeptina,
inibidor de tripsina de feijdo de soja (SBTI) e 4 mM de fluoreto de
fenilmetanosulfonil (PMSF). Ao final deste processo as amostras foram
centrifugadas a 14.000 g durante 45 min. Uma amostra de 20 uL foi
coletada para determinagdo dos niveis protéicos através de leitura da
absorbancia por espectrofotometria a 280 nm.
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3.2.4. Imunoeletroforese das enzimas 6xido nitrico sintase neuronal

(NOS-1) e guanilato ciclase soltvel.

ApGs o preparo das amostras como descrito no Item 3.2.3., a
concentracdo de proteinas em cada uma das amostras foi corrigida para
10 mg/mL e entdo adicionado tampdo de amostra SDS azul (1:5) e
aquecida a 95° C durante 5 min. As amostras (70ug por pogo de leito
vascular mesentérico, rim e masculo e 100 ug por pogo/aorta toracica)
foram submetidas a eletroforese desnaturante em gel SDS (eletroforese
em gel de poliacrilamida-SDS, 10% de gel) e transferidos para
membranas de nitrocelulose (Hybond-ECL, 150 min.; 0,8 mA/cm2; 15
V) em tampaéo tris-glicina (48 mM de tris-HCI/39 mM glicina/10% de
metanol). Apds a eletroforese, as membranas foram incubadas por 1 h
em temperatura ambiente com Tween-PBS (137 mM de NaCl; 2,7 mM
de KCI; 1,5 mM de KH,PO,; 10,8 mM de Na,HPO,.2H,0 e 0,05%
Tween 20 em pH 7,4), contendo leite em p6 desnatado 0,1%. Para a
imunodeteccdo as membranas foram incubadas com anticorpo policlonal
de coelho anti-NOS-1 (1:1000, sc-1025) ou anti-sGC (1:1000, sc-
20955), durante a noite & 4°C. Estas membranas foram lavadas (3x) com
tampdo Tween-PBS e incubadas com um anticorpo secundario
biotinilado (1:5000). Apds 1h, as membranas foram novamente lavadas
(3xX) com tampdo Tween-PBS e, em seguida, incubadas com
estreptavidina conjugada com peroxidase por mais 1 hora (1:2000). Os
imunocomplexos  foram  visualizados por uma reagdo de
guimiluminescéncia e a intensidade das bandas foi quantificada por
densitometria utilizando o software Scion Image® (Scion Corporation,
Frederick, MD, EUA).

3.2.5. Estudo da interacéo proteina:proteina por coimunoprecipitacao.

Depois do preparo das amostras como descrito no Item 3.2.3., as
concentracBes de proteinas no sobrenadante foram corrigidas para 5
mg/mL e incubadas com anticorpos anti-sGC (1 uL de anticorpo/l mL
de amostra) durante 12 h, a 4°C, sob rotagdo. Apoés este periodo foi
adicionado a cada uma das amostras 10 pL de proteina A/G agarose e, a
incubacdo foi mantida por mais 90 min. Os complexos formados foram
centrifugados (1000 RPM, 10 min), lavados trés vezes com tampéo e
suspensos em 20 pL de tamp@o de amostra SDS azul e aquecidos a 95 °
C por 5 min. O contelido total resultante foi submetido a eletroforese
desnaturante em gel (eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS, 7% de
gel) e transferidos para membranas de nitrocelulose (Hybond-ECL, 150
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min.; 0,8 mA/cm2; 15 V) em tampao tris-glicina (48 mM Tris-HCI1/39
mM glicina/10% de metanol). Apds a eletroforese, as membranas foram
incubadas por 1 h em temperatura ambiente com tween-PBS (137 mM
de NaCl, 2,7 mM de KCIl, 15 mM de KH,PO,, 10,8 mM de
Na,HPO,.2H,0, e 0,05% de tween 20, pH 7,4), contendo leite em po
desnatado 0,1%. Para a imunodetec¢do as membranas foram incubadas
com anticorpo policlonal de coelho anti-NOS-1 (1:1000) durante 12 h, a
4 ° C. Posteriormente estas membranas foram lavadas (3x) com tampéo
tween-PBS e incubadas com um anticorpo secundario biotinilado
(1:5000). Apds 1h, as membranas foram novamente lavadas (3x) com
tampdo tween-PBS e, em seguida, incubadas com estreptavidina
conjugada com peroxidase (1:2000). Os imunocomplexos foram
visualizados por uma reacdo de quimiluminescéncia e intensidade das
bandas foi quantificada por densitometria utilizando o software Scion
Image® (Scion Corporation, Frederick, MD, EUA).

3.2.6. Imuno-histoquimica para Oxido nitrico sintase neuronal e

guanilato ciclase soltvel.

Os tecidos foram fixados em solucdo de Bouin alcodlico por 4 h,
incluidas em paraplast e seccionadas em 10 um no plano horizontal. Os
cortes foram montados em laminas revestidas de gelatina. Uma série de
cortes foram desparafinados, hidratados e as se¢fes destinadas a reacdo
imuno-histoquimica. Estes cortes foram lavados em PBS contendo 0,3%
Triton X-100, incubados com soro de cabra a 5%, e depois com o
anticorpo primario durante 12 h, & 4°C. Para immunodeteccdo de NOS-1
e sGC, foram utilizados 0os mesmos anticorpos descritos acima, diluidos
na concentragdo de 1:100. Em seguida, os cortes foram novamente
lavados em PBS com 0,1% Tween 20 e incubadas com o anticorpo
secundéario (Alexa Fluor 633, vermelho) por 2 h antes de lavar com PBS
0,1 M. Finalmente, os cortes foram montados com Gel Mount e entéo
observados e fotografados usando o microscopio confocal do
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da UFSC (Leica
DMI6000 B Microscope, Leica Microsystems, Mannheim, Germany).
Para visualizar a NOS-1 e GC, os cortes foram submetidos a excitacdo
com o laser de 543 nm (filtro: LP 570 nm). Os controles negativos
seguiram o0 mesmo procedimento, exceto que o anticorpo primério foi
omitido.
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3.2.7. Dosagem dos nucleotideos ciclicos GMPc e AMPc.

Fragmentos dos tecidos pesando aproximadamente 100 mg foram
homogeneizados em 1 mL de &cido tricloroacético 6%, gelado. Os
homogenatos foram entdo centrifugados (4000 g, 4° C) por 30 minutos,
0 sobrenadante foi coletado em tubos plasticos com tampa, e lavado
quatro vezes com éter etilico saturado com agua (1,6% v/v), realizando
10 inversdes dos tubos a cada lavagem. As amostras foram
acondicionadas em tubos tipo eppendorf e liofilizadas, e os nucleotideos
ciclicos foram determinados pelo método de ELISA utilizando-se Kits
comercialmente disponiveis (GMPc-RPN226 e AMPc-RPN225),
seguindo-se as instrucdes do fabricante. Para dosagem de GMPc
utilizou-se o método de acetilagdo dos kits (Acetylation EIA
procedures), que permite a dosagem de GMPc em uma faixa de 2 a 512
fmol/poco, e para as dosagens de AMPc utilizou-se 0 método sem
acetilacdo (Non—Acetylation EIA Procedure) que permite a dosagem de
AMPc em uma faixa de 12 a 3200 fmol/poco. O principio do método se
baseia na competicdo entre 0 GMPc da amostra e cGMP conjugado a
uma peroxidase na ligacdo a um anticorpo especifico para GMPc. A
guantidade total de proteina foi dosada pelo método de Bradford. .

3.2.8. Cultura celular.

As células utilizadas foram de musculo liso vascular de aorta de rato
(A7r5) e de macrofagos de camundongos (J774), ambas originalmente
obtidas a partir do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ, RJ,
Brasil). As células foram cultivadas e passadas para frascos de cultura
de plastico ou placas de Petri descartaveis no meio Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM), suplementado com soro fetal bovino a 10%,
100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 2 mM de
glutamina e 10 mM de HEPES; pH 7,4. As células foram mantidas em
uma incubadora de CO, (HF 212UV, Axiom, Alemanha) a 37°C, com
uma atmosfera de 5% de CO,. A cada 4-5 dias, as culturas se tornavam
confluentes e os repiques foram realizados por remocdo completa do
meio com PBS estéril e adicdo 1 mL de solucdo de 0,25% de
tripsina/0,03% de EDTA, pré-aquecida a 37°C (para a célula A7r5) ou
por raspagem (para a célula J774). As células foram centrifugadas, e o
sobrenadante descartado e o pellet ressuspenso em 1 mL de DMEM, o
qual foi utilizado para contagem do nimero de células, preparacdo dos
demais protocolos experimentais.
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3.3. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS |

Nesta secdo sdo apresentados os protocolos dos experimentos
realizados para o estudo dos efeitos dos analgésicos opidides fentanil,
tramadol e codeina sobre a reatividade pressodrica, pressdo arterial e
sobrevivéncia de animais submetidos ao procedimento de ligadura e
perfuracdo do ceco.

3.3.1 Avaliacdo do efeito dos analgésicos opiodides sobre a laténcia no

teste de retirada da cauda (tail-flick) em animais sépticos

Seis horas ap6s inducdo da sepse, como descrito no Item 3.2.1, os
animais CLP e falso-operados foram tratados por via subcutanea com
fentanil (5, 20 e 60 ng/Kg), tramadol (20, 40 e 60 mg/Kg) e codeina (10
e 30 mg/Kg), a cada 12 horas. Conforme representado no esquema 4,
uma hora ap6s o Ultimo tratamento os animais foram submetidos ao
teste de analgesia e a laténcia na retirada da cauda foi avaliada através
de um aparelho de tail-flick (Ugo-Basile, Italia). A intensidade do calor
foi ajustada de tal forma que a laténcia média fosse de 2 a 4 segundos e
0 tempo maximo de corte foi padronizado em 22 segundos para evitar
danos aos tecidos. Os resultados sdo expressos como média + EPM de
laténcia (seg) para a retirada de cauda.

6h 12h 24 h

Cirurgia Teste do
[ ] i) T tail Flick
[Opiéide ] [Opiéide ]

Esquema 4. Protocolo experimental para a avaliagcdo da laténcia de retirada da
cauda (tail flick) em ratos sépticos.

3.3.2 Avaliagdo do efeito dos analgésicos opitides sobre a sobre a

reatividade pressorica e pressdo arterial média (PAM) de

animais sépticos

Vinte e quatro horas ap0s a cirurgia e tratamento com o0s opidides
como descrito acima, os animais foram preparados para o registro da
pressdo arterial, conforme descrito no Item 3.2.2. Apds a estabilizacdo
pressorica (10-20 min.) foram registrados os valores da PAM e logo
apos, administradas por via endovenosa duas doses consecutivas de
fenilefrina, agonista o -adrenérgico (3 e 30 nmol/kg). Ao término dos
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experimentos, todos o0s animais foram sacrificados através da
administragdo intravenosa de altas doses de lidocaina. Os resultados
foram expressos como a média + EPM da variacdo da PAM de 6-12
animais por grupo experimental.

3.3.3. Avaliacdo dos opidides sobre a sobrevivéncia de animais

submetidos a cirurgia de CLP

Apos a indugdo da sepse e tratamento com 0s opidides como descrito
acima, os animais foram observados em intervalos de 12 em 12 h pelo
periodo de 96 dias e a sobrevivéncia foi quantificada.

3.4, PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 11

Nesta secdo sdo apresentados os protocolos dos experimentos que
descrevem o efeito agudo da inibicdo da NOS-1 sobre a reatividade
pressorica e pressao arterial durante a sepse, bem como a expressao e
localizacdo das enzimas NOS-1 e GC e os niveis de nucleotideos
ciclicos nos tecidos de animais sépticos.

3.4.1 Avaliacdo do efeito da inibicdo seletiva e ndo seletiva de

oxido nitrico sintases durante a sepse sobre a PAM

Vinte e quatro horas apds da cirurgia de CLP, os animais foram
novamente anestesiados e preparados para 0 registro da pressdo arterial,
conforme descrito no Item 3.2.2. ApGs a estabilizacdo pressorica 0s
animais receberam por via subcutinea uma injecdo de 7-NI (30
umol/Kg; s.c.), L-NAME, inibidor ndo-seletivo das NOS, (150
umol/Kg; s.c.) e aminoguanidina (150 umol/Kg; s.c.). As alteragdes
pressoricas foram acompanhadas por mais 25 minutos. Os resultados
foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM) da PAM
de 4-7 animais por grupo experimental.

3.4.2 Estudo do efeito da inibicdo das enzimas NOS-1 e éxido

nitrico sintase induzida (NOS-2) sobre a reatividade pressdrica

de animais sépticos

Como exemplificado no esquema baixo, seis, doze e vinte e quatro
horas ap6s da cirurgia de CLP (Item 3.2.1), os animais foram
novamente anestesiados e preparados para o registro da presséo arterial,
conforme descrito no Item 3.2.2. Apos a estabilizacdo pressorica (10-20
min.) foram administradas por via endovenosa duas doses consecutivas
de fenilefrina, agonista ay-adrenérgico (3 e 30 nmol/kg), isoprenalina,
agonista B-adrenérgico (0,1 e 1 nmol/kg) e fenoterol, agonista .-
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adrenérgico (0,1 e 1 nmol/kg). Logo apds a obtencdo das respectivas
curvas de dose-resposta, os animais foram tratados com o inibidor
seletivo da NOS-1, 7-NI (30 umol/Kg, s.c.) ou com inibidor seletivo da
NOS-2, aminoguanidina, inibidor seletivo da NOS-2 (150 uM/Kg, s.c.).
Apo6s 20 minutos as trés doses dos compostos vasoativos foram
novamente repetidas. As concentracGes destes compostos foram
administradas na forma de bolus em um volume de 80 pL, seguidos por
mais 150 pL de PBS estéril, para garantir a lavagem eficiente da canula.
Apdbs a administracdo da Ultima dose das drogas vasoativas 0s animais
receberam novamente 500 puL. de PBS estéril para retirada completa de
residuos de vasoconstritor ou vasodilatador que poderiam estar
presentes na canula e influenciar na repeticdo da nova série de doses. Ao
término dos experimentos, todos 0s animais foram sacrificados através
da administracdo intravenosa de lidocaina. Os resultados foram
expressos como a média + EPM da variacdo da PAM de 6-12 animais
por grupo experimental.

Inibidores ﬂ
apos a cirurgia J ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ 20 min.

N
Agonistas Agonistas
Adrenérgicos Adrenérgicos

J/

Esquema 5. Protocolo experimental para a avaliacdo da reatividade pressérica
ratos sépticos.

3.4.3. Avaliacdo do efeito do 7-NI sobre a producéo de NOx em

células estimuladas com LPS/IFN-gama

As células A7r5 ou J774 confluentes foram preparadas conforme
mencionado no Item 3.2.8., ressuspensas em meio de cultura, e a
viabilidade celular foi determinada pela exclusdo do Azul de Tripan.
Um total de 3,5.10% células viaveis/poco foram semeadas em 200 pl de
meio DMEM em placas de 96 pocos e estimulados com LPS/IFN-gama.
Apbs 24 h foram adicionados ao meio de 7-NI nas concentra¢Ges de 10-
1000 uM e aminoguanidina (100 uM). O NOx foi medido 72 horas
depois da adigdo dos inibidores pela reacdo de Griess. Os valores foram
expressos na média + EPM do NOx (nitrato/nitrito) de 4-8 pogos por
grupo experimental.
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3.4.4. Efeito do 7NI sobre a resposta da vasoconstritora induzida

pela infusdo de noradrenalina em animais sépticos

Com objetivos de simular a administragdo de vasoconstritores que
ocorre na clinica a pacientes sépticos, realizamos a infusdo de
noradrenalina em animais submetidos ao procedimento de CLP. Vinte e
quatro horas apds a cirurgia, canulou-se a veia femoral esquerda de
animais, por onde foi infundida uma solucéo contendo noradrenalina (10
pug/mL/min.) através de uma bomba peristaltica calibrada na velocidade
de 1,4 mL/hora. A resposta pressérica a infusdo do agonista adrenérgico
foi monitorada por 150 minutos. Apds 90 minutos do inicio da infuséo,
foi administrado por via subcutdnea 7-NI (30 umol/Kg; s.c.) e
acompanhada as alteracbes da PAM por mais 45 min. Todo o sistema
foi envolvido em papel aluminio para evitar uma possivel degradacéo da
noradrenalina na solucdo. Os resultados foram expressos como a média
+ EPM de 4-8 animais por grupo experimental.

3.4.5. Determinagdo dos niveis de GMPc nos tecidos de animais

sépticos “in vivo”

A sepse foi induzida como descrita no Item 3.2.1 e seis, doze e vinte
e quatro horas apds da cirurgia de CLP os animais foram tratados com
7-NI (30 umol/kg; s.c.). Ap6s 20 minutos da injecdo do inibidor, os
animais foram mortos por overdose de lidocaina e pedacos de pulméo,
musculo estriado esquelético, rim e a aorta foram removidos,
rapidamente congelados e mantidos a -80° C para determinacdo do
contetido de GMPc, como descrito no Item 3.2.7. Os resultados foram
expressos como média + EPM de fentomoles de GMPc por miligrama
de proteina de 3-5 animais por grupo experimental.

3.4.6. Determinacdo dos niveis de GMPc em aortas de animais

sépticos estimuladas com fenilefrina “ex-vivo”

Apo6s a inducdo da sepse (Item 3.2.1), os animais foram sacrificados
por overdose de ketamina/xilasina e tiveram suas aortas retiradas e
cortadas em secges transversais de 2 mm. Estes vasos foram incubados
“in vitro” com isobutilmetilxantina (IBMX), um inibidor inespecifico de
fosfodiesterase (0,1 mM) por 20 minutos a 37° C em solugdo de Hank’s
(138 mM de NaCl; 5,3 mM de KCI; 0,44 mM de KH,POy,; 0.4 mM de
MgSQy; 0,49 mM de MgCly; 1,26 mM de CaCl,; 0,34 mM de Na,HPOy;
4,2 mM NaHCO3; e 5,5 mM de D-glicose). Ap6s o tempo de incubacdo
com IBMX, foi adicionado aos tubos fenilefrina (1 uM) ou PBS, em
presenga ou auséncia de 7-NI (30 umol/mL), e a incubagdo prosseguiu
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por mais 15 minutos. Posteriormente as aortas foram retiradas dos tubos
e rapidamente congeladas e mantidas a -80° C para determinagdo do
conteldo de GMPc como descrito no Item 3.2.7. Os resultados foram
expressos como média + EPM de picomoles de GMPc por miligrama de
proteina de 4 a 5 animais por grupo experimental.

3.5. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS IlI

Nesta secdo sdo apresentados os protocolos dos experimentos que
descrevem o efeito do tratamento prévio por uma semana com 7-NlI, e
posterior cirurgia de CLP, sobre a reatividade pressoérica, pressao arterial
e outros parametros utilizados para avaliar a severidade da sepse. Nos
protocolos experimentais que se seguem todos 0s animais receberam o
7-NI na concentragdo de (30 umol/Kg, s.c.), duas vezes ao dia, durante
uma semana. Apds este periodo foram submetidos a cirurgia de CLP.

3.5.1. Estudo da reatividade pressorica

Este protocolo foi executado de acordo com a técnica descrita no
Item 3.3.2. No entanto, neste estudo as curvas de reatividade pressérica
foram obtidas apenas com fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/kg) e
isoprenalina, (0,1; 0,3 e 1 nmol/kg), sendo o restante do experimento
similar ao descrito no item citado acima.

3.5.2. Avaliacao dos niveis glicémicos e de leucécitos sanguineos

totais

Uma aliquota de 10 uL de sangue retirado no tempo zero, antes do
procedimento cirdrgico, e trés, seis, quinze e vinte e quatro horas ap6s o
procedimento cirrgico da CLP foi diluida em solugéo de Turk (1/20). A
contagem dos leucécitos totais foi realizada em cAmara de Neubauer em
microscopio optico comum. Os niveis de glicose sanguinea foram
mensurados eletroquimicamente por meio do sistema de monitoramento
da glicemia Trackease Smart System (Home Diagnostics, Inc.; Fort
Lauderdale, Florida, USA), utilizando tiras reativas adequadas para o
mesmo. Em todos 0s casos, 0s resultados foram expressos como as
médias + EPM da quantidade de leucécitos sanguineos totais (x10°) e
glicose no sangue (mg/dL).
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3.5.3. Determinacdo da sobrevivéncia dos animais submetidos a

cirurgia de CLP

Os animais foram randomizados e submetidos a cirurgia de CLP,
como descrito no Item 3.2.1. ApGs a realizacdo do procedimento
cirdrgico, os animais foram observados em intervalos de 12 em 12 h
pelo periodo de 96 dias e a sobrevivéncia foi quantificada. Foram
considerados apenas 0s animais que morreram apds a recuperacao
completa da anestesia, aproximadamente 4 horas ap6s o procedimento.
Os grupos experimentais foram divididos pelo tempo do inicio do
tratamento. Seis, doze e vinte e quatro horas apds a cirurgia os animais
receberam 7-NI (30 umol/Kg, s.c.), repetindo-se a mesma dose a cada
doze horas. Em um segundo protocolo os animais foram tratados com 7-
NI durante uma semana e entdo submetidos a cirurgia de CLP.

3.6. COMPOSTOS E REAGENTES UTILIZADOS

As seguintes substancias foram utilizadas neste estudo: NaCl, KCl,
CaCl,, MgSO,4, MgCl, KH,PO,, NaHCO3, NaHPO,, Na,HPO,.2H,0,
EGTA, D-glicose, Tris-HCI, acido acético e aminoguanidina (adquiridos
de Merck, Brasil); ketamina (Dopalen”, adquiridos de Vetbrands,
Jacarei, SP, Brasil), xilazina (Anasedan”, adquiridos de Vetbrands,
Jacarei, SP, Brasil) heparina sodica (gentilmente cedida por Cristalia
Produtos Farmacéuticos, S&o Paulo, SP, Brasil), fenilefrina,
angiotensina | e Il, isoprenalina, 7-nitroindazol, dimetil-sulfoxido
(DMSO), aprotinina, leupeptina, inibidor de tripsina de soja, fluoreto de
fenilmetanosulfonil (PMSF), EGTA, Triton X-100, Tween 20, &cido
tricloroacético, L-NAME, mercaptoetanol, persulfato de amoénio,
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e HEPES (adquiridos de Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA). Isobutil-metilxantina,
ortovanadato de sédio e fenoterol (Sigma; doacdo do Prof. Dr. Jodo
Batista Calixto, UFSC), anticorpo policlonal de coelho anti-NOS-1 (sc-
1025), anticorpo policlonal de coelho anti-sGC (sc-20955) e proteina
AJG agarose (adquiridos de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EUA), glicina, tris-HCI, acrilamida, bisacrilamida e Alexa Fluor 633
(adquiridos de Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil). Metanol e &cido
acético (adquiridos de VETEC, Duque de Caxias, RJ, Brasil) Gel Mount
(Biomed Corporation, CA, USA), membranas de nitrocelulose
(Hybond-ECL), estreptavidina conjugada com peroxidase e anticorpo
secundério biotinilado (adquiridos de Amersham Biosciences, S&o
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Paulo, SP, Brasil), DMEM, soro fetal bovino, penicilina, estreptomicina,
e glutamina (adquiridos de GIBCO, Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Todos 0s compostos foram diluidos para uso em PBS estéril. O 7-NI foi
diluido em DMSO puro na concentracdo de 20 mg/mL e para os estudos
em “in vitro” na concentracdo de 0,5 mg/mL.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média
(EPM) dos pardmetros avaliados. As diferencas estatisticas entre os
grupos experimentais foram detectadas com andlise de variancia
(ANOVA) de uma ou de duas vias seguida pelos testes post-hoc de
Newman-Keuls ou Bonferroni quando necessario, utilizando o programa
Graph Pad Prism 5 for Windows® (Graph Pad Software®, La Jolla, CA,
USA). Valores de P menores que 0,05 foram considerados indicativos
de significancia. As curvas de sobrevivéncia foram expressas como
porcentagem de animais vivos observados em um intervalo de 12 horas
durante quatro dias avaliados. Para analise estatistica das curvas e
calculo da média foi utilizado o teste de logrank. As diferencas entre as
curvas representativas de cada grupo experimental foram consideradas
significativamente diferentes para um P < 0,05. Todos os graficos
apresentados foram feitos com o auxilio do mesmo programa.
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4. RESULTADOS

4.1. PRIMEIRA PARTE - ANALGESIA DURANTE A SEPSE
EXPERIMENTAL.

O estudo da analgesia foi realizado através do modelo de laténcia de
retirada da cauda (tail flick), e demonstrou que os analgésicos opidides
aumentam a laténcia, tanto de animais sépticos quanto falso-operados de
maneira dose-dependente (Figura 1). Nos animais controle, que
receberam somente soro fisioldgico, a cirurgia de CLP ndo alterou
significativamente a laténcia de retirada da cauda (5,9 = 0,46s), se
comparado com animais falso-operados (3,6 £ 0,6 s). No entanto,
guando os animais foram tratados com doses intermediarias de fentanil
(20 ng/Kg) e tramadol (20 mg/Kg), seus efeitos analgésicos foram mais
pronunciados nos animais do grupo CLP. A codeina promoveu
analgesia tanto em animais FO quanto em animais CLP, no entanto, ndo
determinamos a mortalidade deste grupo na dose de 30 mg/Kg devido a
grande mortalidade. (Figura 1).

Uma vez determinada a sensibilidade dos animais sépticos a
analgesia induzida por opidides, o proximo passo foi avaliar se estes
compostos poderiam interferir nos parametros comumente avaliados
durante a sepse. A sobrevivéncia no grupo CLP comecgou a declinar 12
horas apés a cirurgia, chegando a mortalidade de 50 a 80% no quarto e
Gltimo dia do experimento (Figura 2). O fentanil ndo modificou o curso
ou a gravidade da mortalidade induzida pela sepse e também néo afetou
a sobrevivéncia dos animais falso-operados (Figura 2, painel A). Por
outro lado, a mortalidade foi maior em animais sépticos tratados com
tramadol (40 e 60 mg/kg) ou codeina (Figura 2, Painel B e C). Além
disso, estes dois opidides aumentaram a mortalidade do grupo falso-
operado. Por esta razdo, fomos impedidos de obter dados
hemodindmicos e de analgesia nas doses mais elevadas destes dois
compostos (Figura 2, Painel B e C).
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Figura 1. Efeito dos opidides sobre a laténcia no teste de retirada da cauda
dos animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP)
e falso-operados (FO). Os opidides fentanil (5, 20 e 60 pg/kg, painel A)
tramadol (20 e 40 mg/kg, painel B) e codeina (10 e 30 mg/Kg, painel C) e o
veiculo (PBS) foram administrados (s.c.) 6 e 18 h apos a cirurgia de CLP, e 0
teste de retirada da cauda foi realizado 24 h apds a cirurgia em animais
conscientes. As barras abertas representam os animais falso-operados e as
fechadas os animais CLP. Cada barra representa a media e as linhas verticais o
E.P.M de 3-10 animais por grupo experimental. *P < 0,05 quando comparados
com o grupo FO e “P < 0,05 quando comparados com o controle (PBS), N.D.
ndo determinado (ANOVA de uma via; post hoc de Bonferroni).
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Figura 2. Efeito do fentanil (Painel A), tramadol (Painel B) e codeina
(Painel C) na sobrevivéncia de animais submetidos a cirurgia de ligadura e
perfuracdo do ceco (CLP) ou falso-operados (FO). Os opidides (fentanil em
Mg/kg, tramadol e codeina em mg/kg) ou o veiculo (PBS) foram administrados
(s.c.) 6 h apds o procedimento cirdrgico e novamente a cada 12 h. Em todos os
grupos a sobrevivéncia foi avaliada ao longo de 96 h. * P<0,05 quando
comparado com o grupo FO e “P < 0,05 quando comparado com o grupo CLP
(logrank; FO n=4-10 e CLP, n=10-28)
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A hipotensdo é um dos parametros mais significativos da gravidade
da sepse e normalmente estd associada a um mau prognostico na
recuperacdo desta patologia. Os animais submetidos a cirurgia de CLP
apresentaram hipotensdo significativa (61,4 = 4,8 mmHg) quando
comparados com o0s animais falso-operados (86 + 5,8 mmHg). O
fentanil reduziu a hipotensdo nos animais sépticos nas doses de 20 e 60
mg/Kg, como fez o tramadol na dose de 20 mg/kg. No entanto, ha que
se ressaltar que o fentanil provocou uma leve hipotensdo (ndo
significativa) nos animais falso-operados (Figura 3).
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Figura 3. Efeito dos opidides sobre pressdo arterial média (PAM) de ratos
submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) e falso-
operados (FO). Os opidides (fentanil em pg/kg e tramadol em mg/kg) ou o
veiculo (PBS) foram injetados (s.c.) 6 e 18 h apds o procedimento cirdrgico, e a
PAM foi mensurada 24 horas depois da cirurgia. Cada barra representa a media
+ E.P.M de 4-7 animais por grupo experimental. *P < 0,05 quando comparados
com o grupo FO (barras abertas) (ANOVA de duas vias; post hoc de
Bonferroni).
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No que diz respeito a reatividade pressorica, a sepse induziu uma
profunda reducdo na vasoconstri¢do induzida pela fenilefrina (Figura4).
O tratamento com fentanil impediu a hiporeatividade vascular induzida
pela sepse as doses de 3 (Painel A) ou 30 nmol/kg (Painel B) de
fenilefrina. O tramadol por sua vez, ndo modificou a reatividade
pressorica ao agonista adrenérgico (Figura 4).
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Figura 4. Efeito dos opidides sobre a reatividade pressorica de ratos
submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) e falso-
operados (FO). Os opioides (fentanil em pg/kg e tramadol em mg/kg) e o
veiculo (PBS) foram injetados (s.c.), 6 e 18 h ap6s o procedimento cirlrgico.
Para o estudo da reatividade pressorica, a fenilefrina foi administrada nas doses
de 3 nmol/kg (e.v., Painel A) e 30 nmol/kg (e.v., Painel B) e as variacGes na
PAM registradas. Cada barra representa a media + E.P.M. de 4-7 animais por
grupo experimental. *P < 0,05 quando comparados com o grupo FO (barras
abertas) (ANOVA de duas vias seguido; post hoc de Bonferroni).
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4.2. SEGUNDA PARTE - PARTICIPACAO DA ENZIMA OX[DO
NITRICO SINTASE NEURONAL (NOS-1) NAS ALTERACOES
HEMODINAMICAS INDUZIDAS PELA SEPSE.

4.2.1. Caracteriza¢do da inibicdo ndo seletiva e seletiva das enzimas,
oxido nitrico sintases neuronal (NOS-1) e induzida (NOS-2) sobre a
pressdo arterial média (PAM) de animais submetidos a CLP.

O 7-nitroindazol (7-NI) é considerado um inibidor seletivo da NOS-
1. No entanto, esta afirmacdo é contestada por alguns trabalhos que
afirmam que este composto também influencia a atividade da isoforma
enzima endotelial (NOS-3) (Wolff et al., 1994). Por este motivo,
testamos o efeito do 7-NI, na dose de 30 pumol/Kg, sobre a pressdo
arterial basal.

A sepse induziu uma queda de aproximadamente 30 % na PAM dos
animais submetidos ao procedimento cirargico de CLP (69,4 + 2,9
mmHg) quando comparados com os animais falso-operados (97,5 £ 3,3
mmHg) (Figura 5, Painel A).

O L-NAME, inibidor nédo seletivo das NOS, promoveu um aumento
da PAM tanto nos animais sépticos (107,6 £ 9,7 mmHg), quanto nos
falso-operados (146,9 + 4,8 mmHg) atingindo seu pico maximo de
efeito 25 min apds sua administracdo (Figura 5, Painel A).

Os tratamentos com 7-NI (inibidor seletivo da NOS-1) ou com
aminoguanidina (inibidor seletivo da NOS-2) foram ineficazes em
modificar a PAM de animais falso-operados. Além disso, estes
inibidores nédo reverteram a hipotenséo induzida pela sepse nos animais
submetidos a cirurgia de CLP (Figura 5, Painel B e C).

O A PAM foi determinado diminuindo-se o valor obtido da PAM nos
tempos determinados ap6s a administragdo dom inibidores do tempo
zero. Como podemos observar na figura 5 (D, E e F) os inibidores ndo
apresentaram alteracéo significativa do A PAM entre os grupos CLP e
FO.
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Figura 5. Efeito do L-NAME, 7-NI e aminoguanidina sobre a pressao
arterial média (PAM) (Painel A-C) e 0 A da PAM (Painel D-F) de ratos
submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do ceco (CLP). Vinte e
quatro horas ap0s a cirurgia de CLP os animais foram preparados para o registro
da PAM, e apds a estabilizagdo, receberam uma injecdo subcutanea de L-
NAME (150 umol/Kg, Painel A e D), 7-NI (30 umol/Kg, Painel B e E) e
aminoguanidina (150 umol/Kg, Painel C e F). Os compostos foram
administrados no tempo zero, e seu efeito contabilizado a cada 5 min, durante
25 min. Os resultados estdo expressos como médias + E.P.M. PAM de 6 a 12
animais por grupo experimental. “P < 0,05 quando comparados com a PAM no
tempo zero (0) dos animais falso-operados. *P<0,05; quando comparados com a
PAM no tempo zero (0) dos animais CLP (ANOVA de uma via; post-hoc de
Newman-Keuls).
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4.2.2. Caracterizacdo da concentracdo de 7-NI necessaria para
inibir a producéo de nitrito/nitrato (NOx) em células estimuladas
com LPS/IFN-y.

AS células do masculo liso A7r5 e os macrofagos J774 ativados com
LPS/IFN-y expressam a NOS-2. Com o objetivo de investigar em qual
faixa de concentragdes o 7-NI poderia exercer um efeito inibitério na
producdo de NOXx, estimulamos células de linhagem de mdsculo liso
vascular A7r5 e macrofagos J774 com LPS/IFN-y. Setenta e duas horas
apos o estimulo observou-se um aumento dos niveis de NOX no
sobrenadante em ambas as culturas.

O 7-NI inibiu a producdo de NOx pelas células A7r5 em
concentracBes acima de 100 UM e pelos macréfagos acima de 300 uM
(Tabela 1). Em contraste, a incubacdo das células com aminoguanidina
(100uM) aboliu a produgdo de NOx por ambos os tipos celulares
(Tabela 2).

Tabela 2. Efeito do 7-NI na producéo de NOx em linhagem de células
do musculo liso vascular A7r5 e macrdéfagos J774 estimuladas com
LPS/IFN-y.

Grupos Concentracgdo ATr5 J774
(UM) NOXx (UM) NOXx (UM)
Controle 0 431+21 48,1+13
7-Nitroindazol 10 55,0 £ 3,4* 68,9 +2,5*
30 439+38 65,0+ 0,2
100 31,2+17* 68,3+1,0
300 24,2 +3,3* 28,8+ 0,9*
1000 19,1 +24* 21,3+0,6*
Aminoguanidina 100 19+0,1* 1,4 +0,4*

Os resultados estdo expressos como médias + E.P.M da producdo de NOx. n=4-
8 por grupo experimental. *P < 0,05 quando comparados com o grupo controle.
(ANOVA de uma via, post-hoc de Newman-Keuls).
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4.2.3. Consequéncias da inibicdo das enzimas NOS-1 e NOS-2

sobre a reatividade pressorica de animais sépticos.

Apo6s determinado que a dose de 30 umol/Kg de 7-NI inibe
seletivamente a NOS-1, fomos investigar o efeito da inibicdo desta
enzima sobre a reatividade pressorica. Seis horas apds a indugdo da
sepse, 0s animais apresentaram uma reducdo proeminente da resposta
vasoconstritora a administracdo endovenosa de 3 e 30 nmol/Kg de
fenilefrina, quando comparados aos animais falso-operados. Além disso,
esta hiporeatividade se manteve ao longo de 24 h (Figuras 6 e 7).

No entanto, a inibicio da NOS-1 com 7-NI, reverteu a
hiporeatividade vascular a fenilefrina em todos os tempos avaliados.
Este efeito foi mais intenso para a menor dose de 3 nmol/Kg do agonista
adrenérgico (Figura 6, Painel A e B). Para uma melhor visualizagdo
deste efeito, a Figura 7 demonstra um registro tipico do efeito do 7-NI
sobre a resposta vasoconstritora a fenilefrina em animais CLP e
sépticos.

Além do estudo descrito acima, avaliamos o papel da NOS-2 sobre a
reatividade pressorica no modelo de CLP. Em contraste com os
resultados obtidos a partir da inibicdo da NOS-1, a inibicdo da NOS-2
com aminoguanidina, ndo reverteu a hiporeatividade vascular a
fenilefrina induzida pela sepse em nenhum dos tempos avaliados (Figura
8).
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Figura 6. Efeito do 7-NI sobre a resposta vasoconstritora promovida pela
fenilefrina em animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do
ceco (CLP) ou falso-operados (FO). Seis, 12 e 24 horas ap6s o procedimento
cirdrgico os animais receberam duas doses consecutivas de fenilefrina (3 e 30
nmol/Kg, e.v.) antes (barras em aberto) e 20 minutos ap6s (barras sélidas) da
administracdo de 7-NI (30 umol/kg, s.c., Painéis A e B). Cada barra representa
a media £ o E.P.M. da variagdo da pressdo arterial média de 5-12 animais por
grupo experimental. *P < 0,05 quando comparados com o grupo FO e P < 0,05
quando comparados com o grupo CLP antes da administracdo de 7-NI ou
aminoguanidina (ANOVA de duas vias via, post hoc de Bonferroni).
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Figura 7. Registros tipicos da pressao arterial média mostrando o efeito do
7-NI sobre a resposta vasoconstritora promovida pela fenilefrina em
animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracéo do ceco (CLP) e
falso-operados (FO). Os animais foram preparados para o registro da presséo
arterial média e 24 h apo6s, receberam trés injeces consecutivas de fenilefrina
(3, 10 e 30 nmol/Kg, e.v.). Logo apds, os animais receberam 7-NI (30 umol/Kg.
s.c.) e 20 minutos ap6s, as trés injecBes de fenilefrina foram novamente
repetidas. As linhas pontilhadas representam o pico da pressao arterial média
antes do tratamento com 7-NI e tem o objetivo de facilitar a observagdo das
diferencas da pressdo arterial média antes e apds o tratamento com 7-NI.
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Figura 8. Efeito da aminoguanidina sobre a resposta vasoconstritora
promovida pela fenilefrina em animais submetidos & cirurgia de ligadura e
perfuracdo do ceco (CLP) ou falso-operados (FO). Seis, 12 e 24 horas ap6s 0
procedimento cirlrgico os animais receberam duas doses consecutivas de
fenilefrina (3 e 30 nmol/Kg, e.v.) antes (barras em aberto) e 20 minutos apds
(barras sélidas) a administragdo de aminoguanidina (150 pmol/kg, s.c., painéis
A e B). Cada barra representa a media + o E.P.M. da variagdo da presséo
arterial média de 5-12 animais por grupo experimental. *P < 0,05 quando
comparados com o grupo FO e *P < 0,05 quando comparados com o grupo CLP
antes da administracéo de 7-NI ou aminoguanidina (ANOVA de duas vias via;

post hoc de Bonferroni).
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A administracdo endovenosa de fenilefrina ndo é indicada como
terapia vasopressora inicial no tratamento do choque séptico (Dellinger
et al., 2008). A indicacdo é para a utilizacdo de noradrenalina. Além
disso, vasoconstritores durante a sepse ndo sdo administrados em bolus,
mas sim, infundidos por longos periodos até o restabelecimento de
niveis pressoricos adequados.

A infusdo de noradrenalina (10ug/Kg/min) promoveu um aumento
da PAM em ambos os grupos, falso-operados e CLP. Noventa minutos
apos o inicio desta infusdo a PAM nos animais falso-operados havia
reduzido em aproximadamente 10%. No entanto, nos animais sépticos
esta reducdo foi muito maior (~23%), demonstrando a incapacidade dos
animais sépticos para manterem a pressdo arterial em niveis adequados,
mesmo em presenca de vasoconstritor (Figura 9).

A administracdo de 7-NI promoveu um aumento da MAP nos
animais sépticos que foi mantida por ~30 minutos, sem no entanto afetar
a MAP dos animais falso-operados (Figura 9). O tempo de 90 minutos
foi escolhido porque a PAM dos animais sépticos na presenga de
vasoconstritor estava muito proxima a PAM basal, antes da infusdo do
vasoconstritor.
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Figura 9. Efeito do 7-NI sobre a vasoconstricéo induzida pela infusdo de noradrenalina em ratos submetidos a cirurgia de
ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) e falso-operados (FO). Vinte e quatro horas ap6s a CLP, os animais foram preparados
para o registro da pressdo arterial média (PAM). Ap6s 10 min. de estabilizagdo foi iniciada a infusdo de noradrenalina (10
ng/kg/min.). Noventa minutos ap6s o inicio da infusdo, os ratos receberam 7-NI (30 pmol/kg, s.c.) ou PBS. Cada ponto representa
a média + E.P.M da MAP de 4-8 animais por grupo experimental. *P < 0,05 foram quando comparados com o grupo FO no
tempo de 90 minutos e “P < 0,05 comparado com o grupo de CLP no tempo de 90 minutos. (ANOVA de duas vias; post hoc de
Bonferroni).
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4.2.4. Determinacdo do contetdo protéico e localizagao vascular
das enzimas NOS-1 e sGC durante a sepse.

A fim de obter mais conhecimentos sobre a importancia da NOS-1 e
da sGC (o principal efetor vascular do NO) nas alteracGes vasculares da
sepse, avaliamos a expressdo de ambas as proteinas em vasos de
condutdncia (aorta) e de resisténcia vascular (leito vascular
mesentérico).

Nossos resultados demonstram que quantidade de ambas as proteinas
estd aumentada na artéria aorta e no leito vascular mesentérico. Os
dados apresentados na Figura 10 indicam que, exceto para NOS-1 em 24
h, o contelido de ambas as enzimas permaneceu consistentemente acima
dos niveis observados nas amostras do grupo controle durante o curso da
sepse.

Além disso, a analise imuno-histoquimica de ambas as enzimas nos
tecidos vasculares demonstrou que a NOS-1 e sGC estdo presentes nos
vasos, mais precisamente intercaladas nas camadas de musculo liso
vascular, tanto nos animais sépticos quanto nos falso-operados. Além
disso, no nivel de resolucdo apresentado, a localizacdo das enzimas
parece ser idéntica nestes grupos (Figura 11).

Uma analise mais atenta da Figura 11, nos Painéis C e D, G e H,
mostra que a parede da artéria mesentérica obtida de ratos CLP é mais
espessa do que a de animais falso-operados. No entanto, ndo realizamos
a quantificacdo da espessura e nem da densidade Otica relativa, uma vez
gue o objetivo deste experimento foi apenas determinar a localiza¢do
espacial das enzimas nos tecidos vasculares (Figura 11).

Os resultados da Figura 12 demonstram que NOS-1 e sGC estdo
fisicamente associadas durante a sepse. Quando o homogenato do leito
vascular mesentérico foi imunoprecipitado com o anticorpo anti-sGC, a
imunodeteccdo com o anticorpo NOS-1 foi positiva. A associacdo fisica
entre as duas enzimas foi significativamente mais proeminente 24 horas
ap6s o inicio da sepse, embora possa ser observada em periodos
anteriores. Os resultados referentes a imunoprecipitacdo da aorta foram
inconclusivos (dados néo apresentados).
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Figura 10. Avaliagdo dos niveis protéicos das enzimas 6xido nitrico sintase neuronal (NOS-1) e guanilato ciclase (GC) em
aorta e leito vascular mesentérico de animais sépticos (CLP). Seis, 12 e 24 h ap0s a cirurgia, os animais foram sacrificados e a
aorta (Painéis A e B) e o leito vascular mesentérico (Painéis C e D) foram colhidos e processados. Cada barra representa a média
+ 0 erro padrdo da média de 3-4 animais por grupo experimental. No lado esquerdo observa-se uma imunoeletroforese

representativa da NOS-1 e GC. *P<0,05quando comparados com o grupo falso operado (FO) (ANOVA de uma via, post hoc de
Newman-Keuls). D.O. densidade ética. U.A. unidades arbitrarias.
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Figura 11. Imuno-histoquimica para as enzimas 0xido nitrico sintase neuronal (NOS-1) e guanilato ciclase solavel (sGC)
na aorta e artéria mesentérica de animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) e falso-operados
(FO). Os painéis superiores representam a NOS-1 e os inferiores a sGC. Os dados foram obtidos de cortes transversais da aorta e
da artéria mesentérica de animais CLP (b, f, d, h) e FO (a, ¢, ¢, g), colhidas 12 h apo6s a cirurgia. Devido ao tamanho da aorta,
apenas um segmento do anel é mostrado. A barra branca no canto inferior esquerdo equivale a 20 micrometros.
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Figura 12. Interac8o proteina:proteina entre as enzimas 6xido nitrico
sintase neuronal (NOS-1) e guanilato ciclase soluvel (sGC), no leito
vascular mesentérico de animais submetidos a cirurgia de ligadura e
perfuracdo do ceco (CLP) e falso-operados (FO). O leito vascular
mesentérico foi colhido em 6, 12 e 24 h ap6s a cirurgia de CLP. As amostras
foram imunoprecipitadas com anticorpos anti-guanilato ciclase, e apds a
eletroforese e transferéncia, a imunomarcacdo foi realizada com anticorpos anti-
NOS-1. Cada barra representa a média + E.P.M das unidades arbitrérias (U.A.)
da densidade Otica dos leitos mesentéricos de 2-3 animais por grupo
experimental. *P < 0,05 quando comparados com o grupo FO (ANOVA de uma
via seguido, post hoc de Bonferroni)
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4.2.5. Avaliacdo da influéncia da inibicao da enzima NOS-1 sobre

0 acimulo de GMPc em tecidos de animais sépticos “in vivo” €

“in vitro”.

Com objetivo de entender por qual mecanismo a inibigdo da NOS-1
reverte a hiporeatividade vascular na sepse, resolvemos avaliar os niveis
tissulares de GMPc. A ativacdo da enzima sGC e consequente producao
de GMPc é reconhecida como a principal via ativada pelo NO para
promover vasodilatagdo. Desta forma, a avaliagdo do conteddo de
GMPc poderia fornecer informagdes valiosas acerca do possivel
mecanismo de acdo.

A sepse induz um acimulo de GMPc na aorta e pulmao de animais
sépticos principalmente 24 h apo6s a cirurgia de CLP (Figura 13, Painel
A e B). No entanto, os niveis de GMPc ndo sofreram alteracdo no rim, e
estavam reduzidos no musculo esquelético com a progressao da sepse
(Figura 13, Painel C e D). O tratamento com 7-NI ndo alterou o
contetido de GMPc¢ em nenhum dos tecidos pesquisados.

Devido a auséncia de resultados positivos nos experimentos “in
vivo”, investigamos se o estimulo com fenilefrina poderia influenciar a
produgdo de GMPc. Nos experimentos “in vitro”, a produ¢do de GMPc¢
pela aorta de ratos sépticos é reduzida nas primeiras seis horas apés a
sepse. No entanto, em tecidos retirados 24 horas apds a cirurgia, 0s
niveis de GMPc sdo trés vezes superiores aos dos animais falso-
operados (Figura 14, barras abertas).

Quando estimulada com fenilefrina, a aorta de ratos falso-operados
produziu a mesma quantidade de GMPc comparados com o tecido néo-
estimulado. O mesmo padréo foi observado em tecidos de animais CLP
em 12 horas. No entanto, 24 horas apds a CLP, a incubagdo da aorta
com fenilefrina reduziu o acimulo de GMPc em 50% (Figura 14, barras
fechadas). A dependéncia do NO derivado da NOS-1 sobre o acumulo
de GMPc é evidenciado pelo blogueio quase total da producédo de GMPc
causada pelo 7-NI nos vasos estimulados com fenilefrina em todos os
tempos avaliados (Figura 14, barras hachuradas).
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Figura 13. Efeito do 7-NI sobre o acimulo de (GMPc) em tecidos de
animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) e
falso-operados (FO). Os painéis demonstram o acimulo de GMPc na aorta
(A), pulméo (B), rim (C) e musculo estriado esquelético de animais (D) de
animais FO e CLP (6, 12 e 24 h ap6s o procedimento cirlrgico) antes (barras
abertas) e 25 minutos ap6s (barras fechadas) a administracdo de 7-NI (30
umol/Kg, s.c.). Cada barra representa a media = o E.P.M. do acimulo de GMPc
nos tecidos de 4-5 animais por grupo experimental. *P < 0,05 quando
comparados com o grupo FO (ANOVA de duas vias; post hoc de Bonferroni).
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Figura 14. Efeito do 7-NI na presenca de fenilefrina sobre a producéo de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) pela aorta de animais submetidos
a cirurgia de ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) e falso-operados (FO).
Os anéis de aorta foram retirados de ratos 6, 12 e 24 h apds a cirurgia. Os
grupos experimentais foram ndo-estimulados, (Controle, barras fechadas),
estimulados com fenilefrina (1 wM, barras abertas) ou incubados com
fenilefrina na presenca de 7-NI (30 uM; barras cruzadas) durante 15 min. Cada
barra representa a média + E.P.M. de 3-5 animais por grupo experimental. *P <
0,05 quando comparados com o grupo FO e “P < 0,05 quando comparados com
0 grupo antes da administracdo de 7-NI (ANOVA de duas vias; post hoc de
Bonferroni)
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4.2.6. Consequéncias da inibicdo da enzima NOS-1 sobre a
resposta pressdrica de animais submetidos a CLP a agonistas B-
adrenérgicos.

A sepse ndo induz apenas alteracfes na reatividade pressorica dos
receptores alfa-adrenérgicos. Varios trabalhos demonstram a ativagéo
dos receptores B-adrenérgicos, também estdo comprometidas (Matsuda e
Hattori, 2007). Por este motivo, resolvemos investigar se a inibigdo da
NOS-1 poderia restabelecer a funcionalidade destes receptores nos
tecidos vasculares.

A administracdo de isoprenalina (0,1 e 10 nmol/Kg) promoveu uma
gueda abrupta da pressao arterial e um aumento da freqliéncia cardiaca
guando administrada em animais falso-operados. No entanto, sepse
induziu uma alteragdo importante na resposta pressérica a administragdo
de isoprenalina, caracterizada pelo aumento da PAM. Este efeito foi
mais proeminente na dose de 3 nmol/Kg, e nas fases iniciais da sepse (6
e 12 h) (Figura 15, Painel A e B, barras abertas). Apds o tratamento com
7-NI a resposta pressorica da isoprenalina foi prontamente restaurada
nos animais sépticos, em todos os tempos avaliados (Figura 15, painel A
e B, barras fechadas). A inibicdo da NOS-1 promoveu ainda um
aumento da frequéncia cardiaca em resposta a administracdo do agonista
[B-adrenérgico na dose mais baixa (0,1 nmol/Kg).

Para verificar de modo mais apurado a perda da resposta (.-
adrenérgica, nds utilizamos o fenoterol, um agonista [,-seletivo. Do
mesmo modo como o observado com a isoprenalina, ocorreu uma queda
queda na pressdo arterial dos animais falso-operados, sem, no entanto
apresentar uma variacdo significativa da frequéncia cardiaca
(caracteristica da isoprenalina estimulando receptores p;-adrenérgicos).
Do mesmo modo, o 7-NI restaurou a resposta vasodilatadora do agonista
seletivo beta 2-adrenérgico, o fenoterol, em todas as doses, sem
interferir na freqliéncia cardiaca (Figura 16).
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Figura 15. Efeito do 7-NI sobre a variacdo da pressdo arterial média (A e
B) e frequiéncia cardiaca (C e D) promovida pela isoprenalina em animais
submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) ou falso-
operados (FO). Seis, 12 e 24 h ap6s do procedimento cirdrgico 0s animais
receberam duas doses consecutivas de isoprenalina (0,1 e 1 nmol/Kg, e.v.) antes
(barras em aberto) e 20 minutos ap6s (barras sélidas) a administragdo de 7-NI
(30 umol/kg, s.c.). Cada barra representa a media + E.P.M. da variacdo da
pressao arterial média e 0 A da frequéncia cardiaca de 5-12 animais por grupo
experimental. *P < 0,05 quando comparados com o grupo FO e "P < 0,05
guando comparados com o grupo CLP antes do tratamento com 7-NI (ANOVA
de duas vias via, post hoc de Bonferroni).
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Figura 16. Efeito do 7-NI sobre a variacdo da pressao arterial média (A e
B) e frequéncia cardiaca (C e D) promovida pelo fenoterol em animais
submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) ou falso-
operados (FO). Seis, 12 e 24 h apds o procedimento cir(rgico os animais
receberam duas doses consecutivas de fenoterol (0,1 e 1 nmol/Kg, e.v.) antes
(barras em aberto) e 20 minutos apés (barras sélidas) da administragdo de 7-NI
(30 umol/kg, s.c.). Cada barra representa a media + E.P.M. da variacdo da
pressao arterial média e o A da frequéncia cardiaca de 5-12 animais por grupo
experimental. *P < 0,05 quando comparados com o grupo FO e “P < 0,05

quando comparados com o grupo CLP (A
Bonferroni)

NOVA de duas vias; post hoc de
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4.2.7. Efeito da inibicdo da enzima NOS-1 sobre o acumulo de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) na aorta de animais
sépticos.

O estimulo dos receptores beta-adrenérgicos nos vasos promove
ativacdo da adenilato ciclase, via proteina G estimulatdria, e promove
vasodilatacdo devido ao aumento das concentragfes de AMPc. Desta
forma, verificamos se o restabelecimento da resposta vasodilatadora da
isoprenalina pelo 7-NI poderia ser devido a um aumento no acimulo de
AMPCc na aorta de animais sépticos.

As aortas de animais sépticos produziram menor quantidade de
AMPc ap6s estimulacdo com isoprenalina (Figura 17, Painel A, barras
abertas) ou com forskolin, ativador direto da adenilato ciclase (Figura
17, Painel B, barras abertas) em todos os tempos avaliados.
Curiosamente e diferente do esperado, a inibicdo da NOS-1 com 7-NI
ndo influenciou o acumulo deste segundo mensageiro (Figura 17, Painel
A e B, barras fechadas).
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Figura 17. Efeito da inibicdo da NOS-1 sobre a produ¢do de monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc) em aortas de animais submetidos a cirurgia de
ligadura e perfuracio do ceco (CLP) e falso-operados (FO) estimuladas
com isoprenalina e forskolin. Os anéis de aorta foram retirados de ratos 6, 12 e
24 h apo6s a cirurgia e estimulados com isoprenalina (0,1 pM; Painel A) ou
forskolin (100 uM; Painel B) na auséncia (barras abertas) ou na presenca
(barras fechadas) de 7-NI (30 uM) durante 15 min. Cada barra representa a
média + E.P.M. de 3-5 animais por grupo experimental. *P < 0,05 quando
comparados com o grupo FO. (ANOVA de duas vias; post hoc de Bonferroni).
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4.3. TERCEIRA PARTE — INFLUENCIA DA INIBI(;AO PREVIA
NOS-1 SOBRE A SEPSE.

Uma das caracteristicas do 7-NI é a capacidade de reduzir os niveis
protéicos da NOS-1 quando administrado previamente, e apesar de bem
documentado, o mecanismo preciso deste efeito permanece a ser
desvendado (Xu et al., 2000). Com objetivo de determinar se a enzima
NOS-1 pode influenciar a progressdo da sepse, administramos o 7-NI
durante uma semana e investigamos o efeito deste tratamento sobre
diversos parametros normalmente utilizados para avaliar a gravidade da
sepse.

4.3.1. — Avaliacéo da Sobrevida

A sobrevida no grupo CLP comecou a declinar 12 horas ap6s a
cirurgia, com mortalidade de aproximadamente 80% no quarto e ultimo
dia do experimento (Figura 18, painel A e B). O tratamento com 7-NI,
logo ap6s (0h) e em 12 e 24 h depois da cirurgia de CLP ndo modificou
a mortalidade induzida pela sepse (Figura 18, Painel A).

Por outro lado, o grupo dos animais tratados previamente com 7-Nl,
durante uma semana, teve apenas 10 % de mortalidade. Além disso, os
Obitos ocorreram apenas a partir da sexagésima hora apds o
procedimento cirdrgico (Figura 18, Painel B)
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Figura 18. Efeito do 7-NI na sobrevida de ratos submetidos & cirurgia de
ligadura e perfuracdo do ceco (CLP). No Painel A, os animais foram
submetidos ao procedimento cirdrgico de perfuracéo e ligadura do ceco (CLP).
Um grupo recebeu 7-NI (30 umol/Kg, sc.) logo ap6s a cirurgia (0 h), e os outros
grupos receberam o inibidor 12 e 24 h ap6s o procedimento. Além disso, todos
0s grupos tratados receberam o 7-NI a cada 12 horas, ap6s o primeiro
tratamento. No painel B os animais foram tratados com 7-NI (12/12 h) durante
uma semana. Seis horas ap6s o UGltimo tratamento foram submetidos ao
procedimento de CLP. Em ambos 0s grupos a sobrevivéncia foi avaliada ao
longo de 96 h. *P < 0,05 quando comparados ao grupo CLP. (logrank, n = 10-
20 por grupo).
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4.3.2. — Avaliacdo da PAM e reatividade pressorica.

O tratamento com 7-NI durante uma semana ndo alterou a PAM
(76,7 = 4,1 mmHg), quando comparada com a PAM dos animais que
ndo receberam o tratamento (65,6 £ 3,7 mm Hg) com o inibidor da
NOS-1.

No entanto, a frequéncia cardiaca que estava reduzida em 17,5 %
(294,8 + 2,3 bpm) no grupo tratado com 7-NI, em relagdo aos animais
gue ndo receberam o 7-NI (243,0 = 9,8 bpm) (Figura 19).
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Figura 19. Efeito do tratamento prévio com 7-NI sobre a pressdo arterial
média (PAM) e a frequéncia cardiaca de animais submetidos a cirurgia de
ligadura e perfuragdo do ceco (CLP). Os animais foram tratados com 7-NI
(30umol/Kg, s.c., 12/12 h) por uma semana e entdo submetidos a cirurgia de
CLP. Vinte e quatro horas ap6s os animais foram preparados para o registro da
presséo arterial média (PAM). O painel demonstra a PAM (barras fechadas) e a
frequéncia cardiaca (barras abertas). Cada barra representa a média + E.P.M. de
6-11 animais por grupo experimental. *P < 0,05 quando comparados com o
grupo que nao tratado com 7-NI (teste “t” de Student).
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Os animais tratados previamente com 7-NI apresentaram uma maior
resposta vascular a administracdo de fenilefrina, em todas as doses
(Figura 20). Além disso, a queda da PAM e o aumento da frequéncia
cardiaca promovida pela isoprenalina, em todas as doses, foram maiores
do que as observadas no grupo que nao recebeu o inibidor da NOS-1
(Figura 21).
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Figura 20. Efeito do tratamento prévio com 7-NI sobre a reatividade
pressorica em animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do
ceco (CLP). Os animais foram tratados com 7-NI (30pumol/Kg, s.c., 12/12 h)
por uma semana e entdo submetidos a cirurgia de CLP. Vinte e quatro horas
apo6s os animais foram preparados para o registro da pressdo arterial média
(PAM). O painel demonstra a reatividade pressdrica frente a administracéo trés
doses consecutivas de fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/Kg, e.v.) em animais que
receberam (barras fechadas) e ndo receberam (barras abertas) 7-NI por uma
semana. Cada barra representa a média + E.P.M. de 6-11 animais por grupo
experimental. *P < 0,05 quando comparados com o grupo néo tratado com 7-NI
(ANOVA de duas vias; post hoc de Bonferroni)
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Figura 21. Efeito do tratamento prévio com 7-NI sobre a variagdo da
pressdo arterial média (Painel A) e frequéncia cardiaca (Painel B)
promovida pela administracdo de isoprenalina em animais submetidos a
cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP). Os animais foram tratados
com 7-NI (30 umol/Kg, s.c., 12/12 h) por uma semana e entdo submetidos a
cirurgia de CLP. Vinte e quatro horas apds os animais foram preparados para o
registro da pressao arterial média (PAM) e receberam duas doses consecutivas
de fenilefrina (0,1 e 1 nmol/Kg, e.v). As barras abertas representam os animais
controle e as barras fechadas os que receberam 7-NI, ambas representam a
media + o0 E.P.M. da variacdo da pressao arterial média e da frequéncia cardiaca
de 5-12 animais por grupo experimental. *P < 0,05 quando comparados com o
grupo controle (ANOVA de duas vias; post hoc de Bonferroni). BPM
batimentos por minuto
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4.3.3 — Avaliagdo da glicemia e do nivel total de leucdcitos
sanguineos.

A glicemia é um dos parametros indicativos da gravidade da
sepse,bem como as alteracdes na quantidade de leucdcitos sanguineos.

Os animais sépticos tiveram uma intensa variacdo nos niveis
glicémicos. Na terceira e na sexta hora ap6s a cirurgia observou-se uma
intensa hiperglicemia, que evoluiu para uma hipoglicemia a partir da
décima quinta hora (Figura 22).

O tratamento prévio dos animais com 7-NI, ndo normalizou
completamente os niveis glicémicos, mas atenuou a magnitude da
hiperglicemia nas primeiras seis horas. No entanto, ndo impediu a
hipoglicemia ap6s a décima quinta hora.
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Figura 22. Efeito do tratamento prévio com 7-NI sobre a glicemia e em
animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) e
falso-operados (FO). Os animais foram tratados com 7-NI (30 umol/Kg, s.c.,
12/12 h) durante uma semana, e entdo submetidos a cirurgia de CLP. Antes da
cirurgia (0) e 3, 6, 15 e 24 horas ap6s o procedimento cirdrgico foram avaliados
os niveis de glicemia. Os simbolos e barras verticais representam as médias + o
E.P.M. da glicemia (mg/dL) de 4 — 8 animais por grupo experimental. *P < 0,05
quando comparados com o grupo CLP. *P < 0,05 quando comparados com o
grupo FO (ANOVA de uma via; post hoc de Newman-Keuls).
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A inibicdo prévia da NOS-1 também modificou o padrdo da
celularidade sanguinea durante a sepse. Nas primeiras 3 horas ap0s o
CLP os animais sépticos apresentaram uma intensa leucocitose. No
entanto, a partir da décima quinta hora estes mesmos animais tornaram-
se leucopénicos. O tratamento prévio com 7-NI preveniu a leucopenia
tardia (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito do tratamento prévio com 7-NI sobre o nivel de
leucécitos sanguineos em animais submetidos a cirurgia de ligadura e
perfuracdo do ceco (CLP) e falso-operados (FO).

Leucécitos sanguineos totais (10°)

Tempo CLP 7-NI + CLP Falso-operado
0 10,2+ 0,6 10,0+ 1,0 11,9+0,8
3 17,9 +1,4% 12,4 + 0,9* 11,1+ 0,4
6 11,0+ 1,9 5,7 +0,9" 14,7+2,3
15 5,8 +0,9 18,8 + 1,8* 14,8+1,6
24 8,0+1,2" 15,3 + 2,4* 19,9 + 0,3

Os resultados estdo expressos como médias + E.P.M. de 4 — 8 animais por
grupo experimental. *P < 0,05 quando comparados com o grupo CLP. *P<0,05
quando comparados com o grupo FO. *P < 0,05 quando comparados com o
grupo FO no tempo zero (0) (ANOVA de uma via; post hoc de Newman-
Keuls).
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5. DISCUSSAO

As terapias utilizadas para o tratamento da sepse permanecem
essencialmente inalteradas durante as Gltimas trés décadas. A utilizacdo
de antibidticos de largo espectro, ressuscitacdo hemodindmica e a
manutencdo da funcdo dos 6rgdos continuam sendo ainda as terapias
mais efetivas (Osuchowski, 2009).

As tentativas de se incluir no tratamento drogas que interferissem
com o processo inflamatério, como os corticosterdides, mostraram-se
efetivas apenas numa parcela de pacientes com sepse grave,
principalmente naqueles com resposta inadequada & administracdo de
ACTH (hormdnio adrenocorticotrofico) (Annane et al., 2002). O
dotrecogin alfa (proteina C ativada recombinante), um agente que exibe
atividade anti-inflamatéria, anti-trombolitica e prd-fibrinolitica também
se mostrou efetivo apenas nos casos de sepse grave. No entanto, em
pacientes com baixo risco de morte, esta terapia aumenta o risco de
hemorragias podendo ser até prejudicial (Abraham et al., 2005). Do
mesmo modo, as abordagens envolvendo farmacos vasopressores nao
evoluiram a contento. As linhas de pesquisa focaram apenas na
comparagao entre as drogas ja existentes sem se preocupar em melhorar
a resposta a estes agentes durante a sepse (Marik et al., 1994; Martin et
al., 2000)

Né&o existe consenso também na utilizacdo de sedacdo e analgesia em
pacientes com sepse ou chogue séptico. A dor é uma das principais
causas de sofrimento para muitos pacientes de unidades de tratamento
intensivo (UTI), devido as condi¢des médicas subjacentes (como a
sindrome de dor cronica), doenga médica ou procedimentos cirdrgicos,
bem como vérias manobras de rotina em UTI, tais como ventilagdo
mecanica, introducdo de tubos e cateteres, efeitos colaterais dos
medicamentos e da rotina de cuidado da enfermagem (Sessler e
Wilhelm, 2008). Além disso, estudos em UTI revelaram que a dor,
agitacdo e ansiedade podem provocar uma resposta ao estresse, levando
a efeitos adversos, tais como aumento do consumo de oxigénio pelo
miocérdio, hipercoagulabilidade, imunossupressdo, alteragBes na
ventilacdo e remocdo de tubos endotraqueais e outros dispositivos.
(Epstein e Breslow, 1999; Fraser et al., 2000; Tipps et al., 2000).

Assim como em seres humanos, acreditamos que 0s animais
submetidos a cirurgia de CLP sentem dor. A CLP é o modelo mais
utilizado para inducdo de sepse em roedores, porque se assemelha muito
a patologia humana. E um procedimento invasivo, que provoca extenso
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dano tecidual, como a abertura da cavidade abdominal e perfuracédo do
ceco. De fato, da mesma forma que nos seres humanos, animais
submetidos a modelos de injdria intestinal também apresentam sinais de
desconforto, tais como piloerecdo, baixa mobilidade e atencdo, déficit
cognitivo, comprometimento da aprendizagem e memoria, e sintomas
caracteristicos de depressdo e ansiedade (Barichello et al., 2005; Tuon et
al., 2007; Nakagawa et al., 2007).

Portanto, ndo ha razdo para ndo acreditarmos que 0s animais
submetidos a diferentes modelos de sepse ndo sintam dor e desconforto
apos o procedimento cirlrgico. Como descrito anteriormente, por razoes
éticas, varios grupos utilizam analgésicos nos modelos experimentais de
sepse, sem, contudo levar em consideracdo a possibilidade de
interferéncia destas drogas nos parametros avaliados.

N&s resolvemos investigar o efeito de trés agonistas opidides no
modelo de CLP. Os critérios que definiram a escolha dos analgésicos
foram: opidides de utilizacdo clinica em UTI, facilidade de aquisicdo,
baixo custo e diferengas relacionadas ao perfil farmacolégico. Os trés
farmacos que se enquadraram nos quesitos foram o fentanil, o tramadol
e a codeina.

Ao contrério de um estudo recentemente publicado (Hugunin et al,
2010), queriamos ter certeza de que as doses de opidides utilizadas neste
estudo fossem de fato analgésicas. Deste modo, estudamos o efeito dos
trés opidides no teste de retirada da cauda. E importante notar que o
modelo de dor utilizado envolve estimulo térmico. A dor visceral é
dificil de avaliar em animais experimentais, tornando dificil estudar se a
sepse induz ou ndo esse tipo de dor e se os opidides interferem com ela.

Nossos resultados mostram que os trés opidides aumentaram a
laténcia de resposta no teste de retirada da cauda. Animais ndo tratados,
tanto CLP, quanto falso-operados, apresentaram a mesma laténcia de
retirada da cauda, sugerindo que a cirurgia ndo induz hiperalgesia ou
alodinia, pelo menos ao estimulo térmico.

Curiosamente, a Figura 1 mostra que doses de opidides que ndo
causam analgesia em animais falso-operados s&o ativas no grupo CLP.
Podemos especular neste caso que a reducdo do metabolismo hepético
seja responsavel pela analgesia mais intensa nos animais CLP, visto que
a reducdo do fluxo sanguineo hepatico resultado da sepse altera
substancialmente o metabolismo de farmacos (McKindley et al., 1998).
Realmente, o tempo de meia via plasmatica da morfina foi aumentada
em duas vezes e a elimina¢do sistémica reduzida em 53 % em pacientes
sépticos (Macnab et al., 1986). Se 0 aumento da susceptibilidade dos
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animais sépticos ao efeito analgésico dos opidides é consequéncia de
razbes farmacocinéticas ou farmacodindmicas, este mecanismo ainda
necessita de comprovacao.

Outros sinais ndo quantificados no presente relato sugerem que 0s
opidides realmente melhoraram o estado geral dos animais. Por
exemplo, ap6s a cirurgia os animais do grupo CLP apresentavam
piloerecdo, olhos Umidos e fechados, tremores, postura curvada e falta
de reacdo de fuga quando manipulados. Esses sinais foram diminuidos
ou completamente abolidos apds administracdo dos compostos
analgésicos. Portanto, em qualquer caso, a analgesia pode ser obtida em
animais sépticos com baixas doses de opidides em comparacdo com
ratos falso-operados.

Além da analgesia, os opibides interferiram em parametros
normalmente avaliados durante a sepse. Em doses analgésicas, tanto o
tramadol quanto o fentanil normalizaram a pressao arterial. Ja a perda da
resposta vasoconstritora a fenilefrina induzida pela sepse néo foi afetada
pelo tramadol, mas foi abolida pelo fentanil. A melhora hemodinamica
induzida pelos opitides talvez constitua o achado mais importante do
presente estudo. Portanto, futuros trabalhos que tenham como objetivo
estudar as alteracbes hemodindmicas na sepse e desejem utilizar
tramadol ou fentanil em seus protocolos devem ter cautela na
interpretacdo de seus resultados, pelo menos naqueles que usam o rato
como animal experimental.

Apesar de promover analgesia e melhorar a resposta vasoconstritora
da fenilefrina, o fentanil ndo modificou o curso ou a letalidade da
mortalidade induzida pela sepse e também nao afetou a sobrevivéncia
dos animais falso-operados. O tramadol em baixas doses nao
influenciou a sobrevivéncia, mas doses mais elevadas aumentaram a
mortalidade. Do mesmo modo, a codeina em ambas as doses testadas
induziu um aumento na mortalidade, tanto em animais sépticos quanto
falso-operados.

Os resultados aqui apresentados podem indicar que: a) existe uma
janela de dose para o uso de opidides na sepse experimental, sem
interferir com o seu curso natural; b) o aumento da mortalidade induzida
por tramadol e, em menor grau, pelo fentanil pode ser dependente de
outros mecanismos além da disfuncdo vascular, tais como a
imunossupressao e depressdo respiratoria. Além disso, nossos resultados
demonstram que o uso da codeina é certamente contra-indicado.

Os estudos de Hugunin et al, (2010); demonstraram que o tramadol
ndo afeta pardmetros imunoldgicos durante a sepse, mas promove um
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aumento da mortalidade de camundongos apds a cirurgia de CLP. Nosso
estudo é limitado no contexto de que é valido para os ratos, na sepse
induzida pela cirurgia de CLP. O efeito da analgesia opidide em outras
espécies de animais deve ser avaliado em estudos posteriores. Em
conclusdo, apesar de o fentanil e o tramadol minimizarem a dor e o
sofrimento geral dos animais submetidos a cirurgia de CLP, seus efeitos
sobre parametros cardiovasculares, bem como na mortalidade indicam
gue o uso deve ser desaconselhado ou feito com cautela e com todos 0s
grupos de controle adequados.

Portanto, nos estudos de caracterizagdo da inibicdo da enzima NOS-1
sobre a disfuncdo vascular, optamos por ndo utilizar opidides, pelo fato
de que estas drogas influenciam parametros hemodindmicos durante a
sepse.

A disfuncdo vascular é considerada uma das principais alteracfes
hemodindmicas que ocorrem durante a sepse, e manifesta-se na
incapacidade dos vasos responderem a estimulos vasoconstritores e
vasodilatadores. A hiporeatividade vascular é progressiva, e pacientes
sépticos necessitam normalmente da infusdo de grandes doses de
agentes vasopressores para manutencao de niveis pressoricos adequados
(Leone e Martin, 2008).

N&o resta davida que producdo excessiva de 6xido nitrico (NO)
durante a sepse contribui para a incapacidade dos leitos vasculares em
responder a farmacos vasoconstritores ou vasodilatadores (vasoplegia)
(Titheradge, 1999). Wu e colaboradores (1996) demonstraram que o
tratamento com aminoguanidina, inibidor da enzima Oxido nitrico
sintase induzivel (NOS-2), antes da administracdo de lipopolissacarideo
bacteriano (LPS) reduziu a hipotensdo e melhorou a reatividade
pressorica e a mortalidade subsequentes. Além disso, estudos
posteriores mostraram que aminoguanidina, em altas doses, restaurava a
resposta contrtil de aortas isoladas de animais endotoxémicos (Erol e
Kosay, 2000). Além disso, animais que ndo expressavam a NOS-2 eram
resistentes aos efeitos deletérios do LPS (MacMicking et al., 1995;
Gunnett et al., 1998).

Apesar de varios estudos demonstrarem que a inibicdo nao-seletiva
das enzimas éxido nitrico sintase (NOS) ou a inibicdo seletiva da NOS-2
melhora os parametros hemodinamicos, ndo existe consenso de que esta
abordagem farmacoldgica seja benéfica durante a sepse experimental.
Alguns estudos tém demonstrado resultados contraditérios, em que a
inibicdo da sintese de NO pode ser mais prejudicial do que benéfica
(Park et al., 1996; Fukatsu et al., 1995).
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A administragdo de inibidores ndo seletivos de NOS, como L-
NMMA (L-N®-monometilarginina) ou com S-(2-aminoetil)—isotiluréia,
ndo reduziram a mortalidade de animais submetidos a cirurgia de CLP
(Strand et al., 1997). Em outro estudo, a inibicdo da NOS-2 com
aminoguanidina ndo preveniu o desenvolvimento da reatividade
vascular nem modificou a sobrevivéncia dos animais CLP (Vromen et
al., 1996). Mesmo inibidores considerados mais seletivos da NOS-2
produziram um aumento na mortalidade em um modelo utilizando o
LPS (Tracey et al., 1995). Estas evidéncias sugerem que o NO
proveniente da NOS-2 pode ndo ter um papel tdo importante no modelo
de CLP. Diferencas entre os modelos de agressdo intestinal e
administrag@o de endotoxina, na dose de inibidores de NOS usados e o
momento da inibicdo tém sido apontadas como algumas das variaveis
que dificultam a reproducdo de alguns resultados, mesmo utilizando o
mesmo inibidor.

Outro fato relevante é de que o pico de expressdo de NOS-2 ocorre
por volta de 12 horas ap6s o inicio da sepse experimental. No entanto,
24 horas ap6s, o nivel protéico e atividade da NOS-2 ja ndo sdo
suficientes para explicar a disfuncdo vascular tdo intensa da fase tardia
da sepse (da Silva-Santos et al., 2002; Kadoi e Goto, 2004). Além disso,
a expressao da enzima guanilato ciclase soltvel (sGC - o principal efetor
vascular do NO) aumenta junto com a sua atividade na aorta e pulmao
de animais sépticos, nas fases mais tardias (Fernandes et al., 2009).
Neste caso, existe uma falta de sincronia entre a produgdo de NO via
NOS-2 e 0 aumento do contetido protéico e atividade da sGC, que possa
explicar um aumento tdo grande da producdo de monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc) nos momentos mais tardios da sepse.

Com base nessas evidéncias foi sugerido que se o contetdo protéico
da sGC estivesse elevado nas fases tardias, concentrac@es fisiolégicas de
NO (como os produzidos pela isoforma endotelial da NOS) seriam
suficientes para causar a disfungdo vascular durante a sepse
grave/choque séptico (Fernandes et al., 2009). Desta forma, o NO
proveniente das NOS constitutivas desempenhariam um papel
importante na hipotensdo e hiporeatividade vascular. Por esta razdo
verificamos a influéncia do NO proveniente da NOS-1 sobre as
alteracBes hemodinamicas induzidas pela sepse, tanto na fase tardia (24
h), quanto nas fases iniciais (6 e 12 h).

Um dos objetivos mais importantes deste trabalho foi determinar se
efetivamente estariamos inibindo a isoforma neuronal da NOS. A
seletividade do 7-NI para com a NOS-1 é aceita por alguns, mas
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contestada por outros. Alguns autores afirmam que o 7-NI ndo inibe a
enzima oxido nitrico sintase endotelial (NOS-3), uma vez que este
composto ndo modifica a pressdo arterial média (PAM) e ndo interfere
na vasodilatacdo promovida pela acetilcolina (Moore et al., 1993,
Zagvazdin et al., 1996; Wangensteen et al., 2006; Cacanyiova et al.,
2009). Contestando esta afirmagdo, Wolff e colaboradores (1994),
demonstraram que o 7-NI inibe a atividade da NOS-3 em células
endoteliais bovinas. Além disso, outro grupo havia obtido resultados
semelhantes sobre a atividade da NOS-2 em células de bago de ratos,
apesar de ser seis vezes menos potente que o L-NAME (Babbedge et al.,
1993). Segundo Moore (1997), a seletividade do 7-NI “in vivo” se deve
a fatores farmacocinéticos que nédo sdo reproduzidos em condicbes “in
vitro”.

Desta forma, queriamos ter certeza de que a dose de 30 umol/Kg de
7-NI utilizada em nossos experimentos era realmente seletiva para a
NOS-1. Reproduzimos em parte 0os experimentos de Moore et al.,
(1993), e observamos que o 7-NI (Figura 5) foi incapaz de modificar a
pressdo arterial tanto em animais falso—operados quanto CLP. Este dado
é indicativo de que este composto ndo exerce um efeito inibitorio sobre
a NOS-3, uma vez que a inibicdo desta isoforma aumenta a pressdo
arterial e também reduz a vasodilatacdo promovida pela acetilcolina
(Moore et al., 1993).

Além disso, a Figura 5 revela que a hipotensdo em animais sépticos €
dependente de NO, porque o inibidor ndo seletivo das NOS, o L-
NAME, reverteu a hipotensdo induzida pela sepse. No entanto, este NO
ndo deve ser derivado da isoforma NOS-1, como mencionado
anteriormente. Portanto, o NO derivado da NOS-2 e NOS-3 deve
exercer um papel mais importante na hipotensao.

Curiosamente, a aminoguanidina (inibidor da NOS-2), também néo
modificou a PAM de ambos os grupos. O efeito inibitorio deste
composto sobre parametros hemodindmicos é controverso e muito
dependente do modelo de sepse e da dose utilizada, como relatada
acima. No entanto, nossos resultados estdo de acordo com os de Vromen
e colaboradores (1996) e demonstram que, em nossas condi¢bes
experimentais, a NOS-2 ndo participa da hipotenséao induzida pela sepse.

Portanto, por exclusdo, o NO proveniente da NOS-3 seria o
responsavel pela hipotensdo. Este é um dado divergente dos demais,
porque a disfuncdo endotelial € uma das principais caracteristicas
observadas durante a sepse.
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Matsuda e colaboradores (2003 e 2004) demonstraram que a
expressdo da NOS-3 estava reduzida no leito vascular mesentérico de
coelhos e pulmdes de camundongos ap6s a administracdo de LPS, e
ainda observaram uma reducdo na fosforilagdo da NOS-3, sugerindo
uma menor producdo de NO por esta enzima (Matsuda, 2006). Estas
observagfes foram confirmadas também no modelo CLP, onde a
expressdo da NOS-3 e a atividade das NOS constitutivas estavam
reduzidas nos momentos mais tardios da sepse (Scott et al., 2002).
Sendo assim, dificilmente o NO proveniente apenas da NOS-3 seria
responsavel pela hipotensao.

Os nossos dados ndo permitem concluir de forma concreta o papel da
NOS-3 na hipotensdo porque ndo utilizamos um inibidor seletivo da
NOS-3. Além disso, o blogueio de uma das isoformas poderia aumentar
a disponibilidade de substrato (L-arginina) para as outras NOS, que
continuariam produzindo NO, mascarando assim um possivel efeito
inibitério. De fato, em homogenato de aorta de animais sépticos, a
inibicdo da NOS-2 com aminoguanidina, aumentou a producdo de NO
pelas enzimas constitutivas (Scott et al., 2002).

Fora isso, o resultado mais importante é que o 7-NI néo interferiu
com a atividade da NOS-3. Este achado é relevante no contexto de que a
inibicdo ndo-seletiva da NOS foi testada experimental e clinicamente
com consequéncias danosas (Liaudet et al., 1998; L6pez et al., 2004).
Sendo assim a inibicdo seletiva de apenas uma das isoformas pode néo
representar um dano tdo consideravel sobre a evolugdo da patologia.

Para verificar se a dose de 30 umol/Kg de 7-NI também inibia a
NOS-2, estimulamos células de musculo liso vascular e macréfagos em
cultura com LPS/IFN-y. Este estimulo causa ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB e consequente aumento na expressdo da NOS-2. A
atividade desta enzima pode ser medida indiretamente pelo acimulo de
nitrito/nitrato no meio de cultura (Scheschowitsch, 2011). “In vitro”, 0
7-NI bloqueou a atividade da NOS de células endoteliais e macréfagos e
ativados com LPS/IFN-y, somente em concentragdes superiores a 100 e
300 uM, respectivamente (Tabela 2). Por isso, assumimos que as
concentragdes utilizadas nos experimentos “in vivo” (30 pmol/kg) ndo
estariam afetando a isoforma induzivel.

De posse destas informagdes verificamos se a inibicdo da NOS-1
poderia interferir na reatividade pressérica a agentes vasoconstritores.
Gocan e colaboradores (2000) ja haviam relatado que a perda da
resposta vasodilatadora a acetilcolina em miusculos esqueléticos de
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camundongos sépticos era restaurada pela inibicdo seletiva da NOS-1.
Além disso, os niveis desta proteina estavam elevados e a reatividade
ndo era restaurada pela inibicdo seletiva da NOS-2, sugerindo uma
participacdo mais importante das NOS constitutivas na menor resposta
vasodilatadora & acetilcolina.

Quando administrado agudamente em animais sépticos, o 7-NI
restaurou prontamente a resposta vasoconstritora a fenilefrina em todos
0s tempos e doses avaliadas, sem interferir na resposta vascular dos
animais falso-operados (Figuras 6 e 7). Estes dados complementam os
citados anteriormente, de que o 7-NI, além de restaurar a resposta
vasodilatadora a acetilcolina, melhora a resposta vasoconstritora a
fenilefrina em todas as fases da sepse. Levando em conta que o 7-NI ndo
alterou a pressdo arterial basal, mas melhorou a resposta vasoconstritora
a fenilefrina durante a sepse, parece razoavel sugerir que o NO derivado
da NOS-1 esta contribuindo para a disfuncdo vascular na sepse.

Além disso, a inibicdo da NOS-2 com aminoguanidina ndo reverteu a
hiporeatividade vascular a fenilefrina (Figura 8), demonstrando que,
pelo menos em nossas condigdes experimentais, nem a hipotensdo nem
a hiporeatividade vascular a agentes vasoconstritores é dependente do
NO sintetizado pela NOS-2.

A partir destes resultados podemos formular algumas questdes
importantes sobre a origem do NO produzida pela isoforma neuronal
durante a sepse. A NOS-1 se encontra presente nas fibras ndo-
adrenérgicas e ndo-colinérgicas (NANC) que inervam varios tecidos,
inclusive masculo liso vascular. A ativacdo destas fibras promove
vasodilatacdo de origem neurogénica, que é dependente de GMPc,
induzida por NO e abolida por inibidores da sGC, como o ODQ
(Schimidt et al., 1993; Toda e Okamura et al., 1996). Portanto um
aumento da atividade ou expressdo da NOS-1 nas fibras NANC,
contribuiria para elevar a producdo de NO na sepse e contribuir para o
estabelecimento da disfungdo vascular. Igualmente, parte deste NO pode
também estar sendo produzido pelas préprias células do masculo liso,
uma vez que a NOS-1 é expressa neste tecido (Boulanger, 1998).

Desta forma, avaliamos o contetdo protéico e a localizagdo da NOS-
1 e da sGC em tecidos vasculares de animais sépticos. Os resultados da
Figura 10 indicam claramente que os niveis protéicos da NOS-1 e sGC
estdo aumentados em vasos de condutancia e de resisténcia de animais
CLP. Resultados anteriores do nosso laboratério demonstraram que 0s
niveis protéicos da sGC e producdo de GMPc aumentaram com o
desenvolvimento da sepse no pulmé&o e na aorta (Fernandes et al., 2009).
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Estes dados confirmam e expandem os citados anteriormente, que tanto
NOS-1 e sGC séo de fato induzidas em ambos os vasos de condutancia e
de resisténcia dos animais sépticos. Importante, a localizacdo de ambas
as enzimas parece ser a mesma tanto nos vasos de animais falso-
operados quanto nos dos sépticos, intercaladas na camada muscular.
Além disso, a localizacdo/proximidade de ambas as proteinas poderia
resultar em acoplamento e ativacdo mais eficiente da sGC pelo NO,
contribuindo com a hiporeatividade vascular.

Sabe-se que a NOS-1 pode ser induzida sob certas condic¢des
patolégicas, inclusive a sepse (Gocan et al., 2000; Kwon et al., 2007).
Um dos fatores que poderiam contribuir para a sintese “de novo” da
NOS-1 pode estar relacionado com a disponibilidade de oxigénio.
Alteracfes na microvasculatura levam a redistribuicdo do fluxo
sanguineo durante a sepse, e este evento altera a disponibilidade de
oxigénio dos tecidos. Sinais como pele ciandtica, hipoxia tecidual e
aumento nos niveis de lactato, sdo comuns em pacientes acometidos por
esta patologia (Singer, 2008). Da mesma forma, modelos de
endotoxemia tém fornecido evidéncias de anormalidades relacionadas
com a utilizacdo de oxigénio. A existéncia de um ndmero maior de
neutréfilos aderidos na microcirculacdo coronariana (Goddard et al.,
1995 e 1998) esta associado com a heterogeneidade na distribuicdo do
fluxo sangliineo e extracdo diminuida de oxigénio pelo miocardio
(Herbertson et al., 1995). Recentemente, Bateman e colaboradores
(2008) demonstraram que 0 NO proveniente da NOS-2 desempenha um
papel importante na reducdo da utilizacdo de oxigénio pelo musculo
esquelético de ratos submetidos a cirurgia de CLP.

A NOS-1 é particularmente regulada pela tensdo de oxigénio. Ward e
colaboradores (2005) demonstraram que durante a hipdxia cronica (12 a
48 h) ocorre um aumento da expressdo/atividade desta proteina nas
células do musculo liso vascular. Sob situacdo de oferta normal de
oxigénio um promotor alternativo localizado no primeiro exon do gene
da NOS-1 regula a transcricio de um mRNA deficiente, que ndo é
traduzido em proteina. Durante a hipdxia, 0 mRNA da NOS-1 ¢
transcrito sem a influéncia deste promotor, mais adiante, a partir do
segundo exon. Desta forma, um mRNA alternativo é transcrito e
traduzido de forma eficiente até a NOS-1 funcionalmente ativa.
Portanto, a alteracdo dos niveis de oxigénio produz mudangas na
estrutura do mMRNA da NOS-1 que resulta em mudancas quantitativas
nos niveis protéicos da NOS-1. Logo, podemos especular que o aumento
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dos niveis protéicos da NOS-1 pode ser resultado das alteragcdes na
disponibilidade/utilizacdo de oxigénio promovidas pela sepse.

Estudos publicados ha alguns anos tem revelado um papel cada vez
mais importante da associagdo fisica da NOS-1 com uma variedade de
proteinas estruturais e regulatdrias (para revisdo ver Kone et al., 2003).
Utilizando um modelo experimental que induz hipertensdo portal, Kwon
e colaboradores, (2007) demonstraram que a vasodilatacdo esplancnica
observada nesta condicéo é devido a um aumento da expressao da NOS-
1 e sua associacéo fisica proteina:proteina com a sGC. Mais interessante
ainda é o fato de que associacdo fisica foi relacionada com a reducédo da
PAM (Kwon, 2007).

A hipertensdo portal é descrita como uma vasodilatacdo arterial
periférica, inicialmente restrita ao leito esplancnico, que evolui para
acometer outros leitos vasculares, tornando-se sistémica. O leito
vascular mesentérico de animais com hipertensdo portal apresenta
reatividade reduzida a diversos vasoconstritores como adrenalina,
angiotensina Il e vasopressina, sendo este quadro de hiporeatividade
revertido pela administracdo de inibidores ndo seletivos das NOS
(Murray e Pailer, 1986; Castro et al., 1993; Weighert et al.,1995;
Schrier et al., 1998). Mesmo sendo uma patologia distinta da sepse, as
semelhancas fisiopatologicas com as alteracdes vasculares da sepse séo
muito grandes. Portanto, resolvemos avaliar se a NOS-1 interagiria com
a sGC nos leitos vasculares.

Nossos resultados mostram claramente que a NOS-1 e sGC
interagem fisicamente durante a sepse, principalmente nos periodos
mais tardios (Figura 12). Esta interacdo, especialmente no leito vascular
mesentérico, pode sugerir uma ativagdo mais eficiente e
compartimentalizada da sGC pelo NO. Resultados anteriores de nosso
laboratério descreveram a perda progressiva da resposta vasoconstritora
a fenilefrina no modelo de CLP. Essa perda foi associada com o
aumento da expressdo e atividade da sGC (Fernandes et al., 2009).
Naquela ocasido, foi sugerido que o NO derivado da NOS-3 seria a
principal responsavel pela ativagdo de sGC. Na verdade, a partir das
observacfes do presente trabalho, a fonte mais provavel de NO nos
leitos vasculares, que contribui para hiporeatividade vascular, parece ser
a derivada da NOS-1. A localizacdo nas camadas de mdsculo liso
vascular, associada a interacdo entre as duas proteinas pode
proporcionar uma ativacdo mais intima da SGC pelo NO,
proporcionando uma maior eficacia e maior ativacdo sustentada da sGC,
principalmente nos momentos mais tardios da sepse. Neste caso,
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podemos supor ainda que ndo seja necessaria a producdo de grandes
guantidades de NO para ativacdo da sGC, visto que pequenas
guantidades neste ambiente compartimentalizado seriam suficientes para
ativacdo da sGC e aumento na producdo de GMPc.

A principal via efetora ativada pelo NO para promover vasodilatacdo
envolve a sua ligagdo com o grupamento heme da sGC e consequente
producdo e acumulo de GMPc no interior do musculo liso vascular
(Lucas et al., 2000). Resultados prévios de nosso laboratério
demonstraram que existe um aumento nos niveis de GMPc na fase tardia
da sepse, que foi correlacionado com hipotensdo e hiporeatividade
vascular tardia (Fernandes et al., 2009). Desta forma resolvemos avaliar
se a inibicdo da NOS-1 poderia reduzir o acimulo de GMPc nos leitos
vasculares revertendo assim a hiporeatividade vascular a fenilefrina.

De acordo com os resultados de Fernandes e colaboradores (2009),
observamos que a sepse induziu um aumento dos niveis de GMPc na
aorta e pulmédo de animais sépticos (Figura 13). Expandindo ainda o
estudo, verificamos que a sepse ndo alterou os niveis deste segundo
mensageiro no rim, e ainda promoveu uma reducdo de GMPc no
musculo esquelético. Este dado indica que, durante a sepse, a cinética de
acumulo de GMPc nos tecidos é heterogénea, que e conclusfes baseadas
em uma analise de um tipo especifico de tecido ndo podem ser
extrapoladas para todo organismo, pelo menos no que se refere ao
contetdo de GMPc.

Além disso, este dado pode representar um novo olhar sobre a
reatividade pressorica durante a sepse. E bem conhecido que os leitos
vasculares respondem de maneiras distintas ao estimulo vasoconstritor
durante a sepse. A aorta e o leito vascular mesentérico normalmente
apresentam reatividade reduzida a fenilefrina. No entanto, isso nédo
acontece no rim. De fato, o leito renal apresenta sensibilidade normal a
angiotensina 1, noradrenalina e L-NAME durante a endotoxemia (Boffa
e Arendshorst, 2005). Desta forma, a infusdo de vasoconstritores
poderia aumentar a pressdo arterial média agindo em vasos pouco
reativos, e causar constri¢do intensa de leitos vasculares que ndo sdo
afetados pela sepse.

Portanto, podemos supor que leitos vasculares que produzam menos
GMPc devam ser mais sensiveis a acdo de vasoconstritores, comparados
a vasos onde existe uma intensa producdo deste nucleotideo ciclico. Se
estas alteracGes tecido-especificas nos niveis de GMPc podem
representar mudancas na reatividade pressérica em diferentes tipos de
tecidos durante a sepse, efou se sdo resultado de modificagcbes na
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atividade/expressdo da sGC, e/ou refletem atividade diferenciada de
fosfodiesterases em diferentes tecidos durante a sepse, sdo questdes que
ainda permanecem a ser melhor investigadas.

O que podemos afirmar de concreto é que apenas uma administracao
de 7-NI é insuficiente para reduzir o acimulo de GMPc nos tecidos
avaliados, sendo que apenas uma leve redugéo foi observada no pulmao,
24 h ap6s o CLP. Desta forma, parece que o NO derivado da NOS-1 nédo
altera a produgdo de GMPc. Contudo, estes resultados corroboram com
dados de avaliagdo da PAM, uma vez que o 7-NI também ndo alterou a
PAM (Figura 5), ou seja, caso promovesse reducdo no contelido de
GMPc esperariamos um aumento da PAM.

Ainda assim, ndo se pode descartar por completo a participagdo da
NOS-1 na producdo de GMPc durante a sepse, uma vez que
administramos apenas uma dose de 7-NlI, e talvez se o inibidor fosse
injetado ou infundido por um tempo maior, poderiamos ter resultados
significativos na reducdo de GMPc. Um dado que reforca essa hipdtese
é de que a infusdo de 7-NI melhorou uma série de pardmetros
hemodinamicos e respiratorios em um modelo de sepse em ovelhas
(Enkhbaatar et al., 2003). Além disso, como a inibicdo da NOS-1
reverteu a hiporeatividade a fenilefrina, é possivel supor que os efeitos
do 7-NI dependam de um estimulo vasoconstritor para se tornarem
visiveis.

Deste modo, verificamos o efeito da inibicdo da NOS-1 sobre o
acumulo de GMPc na aorta, “in vitro” € em presenca de vasoconstritor
(Figura 14). Nossos resultados mostram que a fenilefrina causou um
pequeno aumento na producdo de GMPc nas fases iniciais da sepse. No
entanto, ela diminuiu de forma constante a producdo de cGMP nos
momentos mais tardios na sepse, periodo em que a NOS-1 e sGC estdo
interagindo fisicamente.

Agonistas adrenérgicos podem induzir a formacdo de GMPc que
normalmente atenua a resposta vasoconstritora. Por exemplo,
noradrenalina aumenta a produgdo de GMPc, agonistas seletivos do
receptor o,-adrenérgico promovem relaxamento, em parte devido a
ativacdo da via NO-sGC-GMPc e mesmo agonistas seletivos de
receptores alfa-1 adrenérgicos aumentam os niveis GMPc no leito
mesentérico vascular (Bigaud et al., 1984; Kamata e Makino, 1997;
Hashimoto et al., 1998; Molin e Bendhack, 2004).

Esta diferenca na producdo de GMPc nas aortas estimuladas com
fenilefrina pode ser explicada em parte pela redugdo dos niveis de NOS-
3 nas fases mais tardias, como ja descrito anteriormente. Kamata e
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Makino (1997), demonstraram que a metoxamina, agonista seletivo alfa-
ladrenérgico, induz a produgdo de GMPc nas artérias mesentéricas
somente em presenca de endotélio. Sendo assim, nas fases mais iniciais
da sepse, a fenilefrina poderia aumentar a producdo de GMPc via
endotélio, que ainda estaria presente. No entanto, nas fases mais tardias,
0 aumento de GMPc via endotélio estaria prejudicado devido ao dano
endotelial disseminado e consequente redugéo da atividade/expresséo da
NOS-3. Sendo assim, poderiamos esperar a diminuicdo do acimulo de
GMPc nas aortas estimuladas com fenilefrina nos momentos mais
tardios da sepse (24 h).

Mais importante ainda é que 7-NI reduziu substancialmente a
producdo de GMPc em todos os periodos de sepse quando o vaso foi
estimulado com fenilefrina. E tentador especular que pelo menos parte
da melhora no efeito da fenilefrina causada pelo 7-NI pode ser devido a
uma reducéo da producdo de NO/GMPc.

Um dos mecanismos que pode estar envolvido com a perda da
resposta vasoconstritora durante a sepse pode estar relacionado ao
célcio. A fenilefrina promove seu efeito vasoconstritor elevando os
niveis intracelulares de calcio. O estimulo dos receptores al-
adrenérgicos, que sdo acoplados a uma proteina Gg/11, ativa a enzima
forfolipase C. Esta enzima promove a hidrdlise do fosfatidilinositol,
gerando inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP; e 0 DAG
atuam como o0s segundos mensageiros, elevando os niveis de calcio
intracelular e ativando a proteina quinase C, respectivamente. O efeito
final da estimulacdo dos receptores adrenérgicos é a contracdo do
musculo liso vascular (Guimardes e Moura 2001).

Portanto, podemos especular que a elevagdo dos niveis de célcio
promovidos pela fenilefrina, nas células do musculo liso vascular,
poderia ativar a NOS-1, devido ao aumento da expressdo e interagdo
com a sGC a subsequente liberacdo de NO, o que elevaria os niveis de
GMPc, contrapondo-se a resposta contratil da fenilefrina. No entanto,
experimentos adicionais devem ser realizados para comprovar esta
hipotese.

Quando a pressdo arterial de pacientes sépticos comeca a diminuir e
estes se tornam refratarios a infusdo de catecolaminas, a equipe da UTI
tem um indicio claro de que a sepse esta se transformando em sepse
grave e choque séptico. Deste ponto em diante, o progndstico torna-se
sombrio e mesmo com intervencdes farmacoldgicas agressivas as taxas
de mortalidade podem chegar a 80% (Quezado e Natanson 1992;
Bernardin et al., 1996). Neste estagio, grandes doses de catecolaminas
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sdo infundidas em um esforco de elevar da pressao arterial a niveis que
permitam a adequada perfusdo dos 6rgdos (Benedict e Rose 1992;
Georger et al., 2010; Hamzaoui 2010). Quando bem sucedida, esta
manobra esta associada a um aumento da PAM, do fluxo nas artérias
mesentéricas e melhora da oxigenacdo tecidual, se comparados com a
reposicdo volémica por si s6 (Bellomo 2003; Sennoun et al., 2007).

A fenilefrina ndo é indicada como agente vasopressor inicial no
choque séptico devido aos seus efeitos deletérios sobre as fungdes
vasculares e cardiacas, quando comparados com outros vasoconstritores.
Neste caso a indicagdo mais apropriada é a infusdo de noradrenalina
(Dellinger et al., 2008). Além disso, vasoconstritores ndo sdo
administrados em “bolus”, como no estudo da reatividade pressorica,
mas sim infundidos por longos periodos.

Procurando simular as condi¢des de tratamento com vasoconstritores
a pacientes de UTI, infundimos noradrenalina em animais sépticos. A
infusdo desta catecolamina reproduziu as alteragcbes vasculares
encontradas na pratica clinica, ou seja, a incapacidade dos
vasoconstritores em para manter a pressao arterial estdvel em pacientes
em choque séptico. Mais relevante, no entanto, foi que quando uma dose
Unica de 7-NI foi administrada, ocorreu uma melhora imediata do efeito
vasoconstritor da catecolamina.

Apesar de consistente, o efeito benéfico do 7-NI foi transitdrio,
provavelmente devido a sua extrema meia-vida curta, na ordem de 30
min, para doses de 10 mg/kg (Bush e Pollac, 2000). Apesar dessa
ressalva, este resultado mostra claramente que a inibi¢cdo da NOS-1 pode
ser benéfica na sepse, em especial nos seus estagios mais avangados.
Este dado demonstra mais uma vez que o NO derivado da NOS-1
desempenha um papel importante na hiporeatividade a vasoconstritores
adrenérgicos durante a sepse, mas ndo em animais sadios, visto que a
mesma abordagem sobre animais falso-operados ndo resultou em
nenhuma alteracéo da PAM.

A inibicdo seletiva da NOS-1 difere da de outros compostos
utilizados para restaurar a reatividade pressorica durante a sepse. O
ODQ, inibidor seletivo da sGC, reverte a hiporeatividade apenas nas
fases mais tardias (Fernandes et al., 2009). Inibidores da NOS-2
revertem a hiporeatividade apenas nas fases iniciais da sepse, quando da
presenga de quantidades significativas de NO derivado da NOS-2 (da
Silva-Santos, 2002). Nossos resultados indicam o 7-NI reverte a
hiporeatividade em todas as fases da sepse. Para uma melhor
interpretacdo e comparacdo dos dados ver Esquema 6.
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Esquema 6 - Possivel decurso temporal das mudangas vasculares dependentes
de NO durante a sepse ou choque séptico. Apds um estimulo inflamatério, a
expressao e a atividade da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (NOS-2) estdo
aumentadas elevando a producdo de NO, que sdo implicados na mudanca da
reatividade pressorica, tais como a reducdo da resposta contratil da fenilefrina e
hipotenséo progressiva. Estes efeitos combinados contribuem para o prejuizo da
perfusdo tecidual. O excesso de NO é igualmente responsavel pela diminui¢do na
atividade/quantidade da sGC (guanilato ciclase soltvel). A recuperagdo da resposta
da sGC é dependente da sintese “de novo” da enzima. Os inibidores das NOS sdo
eficazes em restaurar a reatividade pressorica somente nas fases mais iniciais da
sepse, quando a expressdo NOS-2 e producéo de NO estdo elevadas. Por outro lado,
os inibidores da sGC sdo eficazes somente quando administrados nos periodos mais
tardios, quando a atividade/quantidade da sGC é mais elevada. Os canais de
potassio, por sua vez, parecem estar envolvidos nos efeitos do NO, tanto nos
periodos iniciais, quanto mais tardiamente durante a sepse. Existe ainda um aumento
da expressdo e interagdo da NOS-1 com a sGC. A inibicdo da NOS-1 reverte a
hiporeatividade vascular a fenilefrina, mas ndo a hipotenséo.
Fonte: Adaptado e modificado de Fernandes e Assreuy, 2008.
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Além disso, o tetraetilamébnio (TEA), um bloqueador ndo
seletivo dos canais de potassio, reverte a hiporeatividade vascular em
ambas as fases (da Silva-Santos et al., 2002). Os efeitos do 7-NI sobre a
reatividade pressdrica apresentam uma similaridade com as respostas do
TEA (Esquema 6). Portanto, podemos sugerir que o NO proveniente da
NOS-1 pode ser responsavel por parte das alteracfes nos canais de
potassio observadas na sepse.

A sepse induz alteragGes nos receptores beta-adrenérgicos e em suas
vias de sinalizacdo. O mecanismo preciso desta alteracdo permanece
uma incognita, mas se supde que citocinas inflamatorias e
principalmente 0 NO s8o mediadores importantes na redugdo da
resposta dos tecidos a estimulacdo beta-adrenérgica. Um esquema das
principais alteracGes provocadas pela sepse sobre os receptores beta-
adrenérgicos pode ser visto no Esquema 7.

O aumento da quantidade de catecolaminas circulantes é observado
tanto em humanos quanto em animais (Bocking et al., 1979; Hahn et al.,
1995; Bernardin et al., 1998). No entanto, a atividade destes mediadores
sobre os tecidos é baixa, devido em parte a sua oxidacdo e inativacdo
por espécies reativas de oxigénio (Macarthur et al., 2000). A densidade
dos receptores beta-adrenérgicos € menor durante a sepse e ocorrem
ainda alteragBes nas vias de sinalizagdo, tais como a redugdo das
proteinas G estimulatdrias e aumento das inibitdrias. Estas mudancas
reduzem a atividade da adenilato ciclase e consequentemente os niveis
de AMPc (Rudiger e Singer, 2007).

A maioria dos estudos que relacionam a reducdo da resposta beta-
adrenérgica durante a sepse tem como foco as alteracGes cardiacas. Nas
fases mais tardias da sepse, apds a administracdo de endotoxina, 0s
animais apresentam redugdo na contratilidade cardiaca, principalmente
pela reducédo na reatividade de receptores 3;-adrenérgicos (Bhagat et al.,
1970; Shepherd et al., 1986). Os receptores B,-adrenérgicos tém uma
reducdo de mais de 70% no figado de animais sépticos, devido
principalmente a um aumento na taxa de degradacdo e reducdo da
estabilidade do RNAm. Além disso, a hiperglicemia observada nestes
animais é associada a reduzida ativacdo deste receptor (Yang et al.,
1999).
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Esquema 7 - Via de sinalizacdo adrenérgica. Ap6s o estimulo dos centros
autondmicos cardiaco, a secre¢do de catecolaminas estimula os receptores [-
adrenérgicos nos cardiomidcitos. Estes receptores sdo acoplados a adenilato ciclase,
que transforma ATP (adenosina trifosfato) em AMPc (monofosfato ciclico de
adenosina). As proteinas G, tanto estimulatérias (Gs), quanto inibitorias (Gi),
promovem a transmisséo dos sinais através da membrana. O AMPc ativa a proteina
quinase A (PKA), que fosforila grupos especificos de enzimas que estimulam o
metabolismo, a contragdo e relaxamento do cardiomidcito e influenciam na
frequiéncia cardiaca. A sepse promove alterages em varios pontos desta via de
sinalizacdo, principalmente pela producdo de Oxido nitrico (NO), monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) e consequente ativacao da proteina quinase G (PKG).
Fonte: Rudiger e Singer, 2007.
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Certos de que a inibicdo da NOS-1 restaurava a resposta a
fenilefrina, resolvemos investigar se o 7-NI poderia restaurar a resposta
vascular beta-adrenérgica durante a sepse. Nossos resultados
demonstram que existe uma reducdo da resposta hipotensora da
isoprenalina (agonista 3-adrenérgico ndo seletivo), em todas as fases da
sepse (Figura 15). Curiosamente, a isoprenalina promoveu aumento da
pressdo arterial nas fases iniciais da sepse, e provavelmente este efeito
ndo se deve a um aumento de frequéncia cardiaca dos animais CLP, uma
vez que a isoprenalina ndo aumentou significativamente os batimentos
cardiacos.

A perda de resposta B-adrenérgica é em parte devida a producéo de
NO pela NOS-1, uma vez que o 7-NI restaurou a resposta
vasodilatadora da isoprenalina tanto na fase inicial, quanto na fase
tardia. Além disso, promoveu um aumento significativo da frequéncia
cardiaca nos momentos mais tardios da sepse e também em animais
falso-operados.

O aumento da frequéncia cardiaca observada ap6s a inibicdo da
NOS-1 pode ser resultado da modificacdo das correntes de célcio no
miocardio. A NOS-1 estd fisicamente associada com proteinas que
regulam o contelido de célcio citoplasmatico nos cardiomidcitos, como
0s canais liberadores de Ca2+ e as bombas de célcio do reticulo
sarco/endoplasmatico (SERCA) (Burkard et al., 2007; Damy et al.,
2004). Estudos tém demonstrado que a inibicdo da NOS-1 esta
associada com aumento da amplitude das correntes de Ca”*através do
canal de célcio do tipo L. Além disso, 0 NO derivado da NOS-1 inibe a
resposta do miocardio a estimulacdo B-adrenérgica (Ashley et al., 2002;
Heaton et al., 2006). Portanto, parte do mecanismo de aumento da
frequéncia cardiaca pode ser devido a reducdo da produgdo de NO pela
inibicio da NOS-1 e consequente melhora da resposta cardiaca a
administracdo de isoprenalina.

A acdo da isoprenalina ndo é seletiva, ja que ela age nos trés
receptores B-adrenérgicos. Como o objetivo principal era verificar a
resposta B-adrenérgica vascular, utilizamos o fenoterol, um agonista B,-
seletivo. O fenoterol confirmou que a sepse induz a perda da
funcionalidade do receptor By-adrenérgico. Do mesmo modo, o 7-NI
restaurou a resposta vasodilatadora do fenoterol para doses mais baixas
deste vasoconstritor, demonstrando um papel importante do NO
derivado da NOS-1. A auséncia de alteragdes na frequéncia cardiaca
confirma a seletividade do fenoterol sobre o receptor (,-adrenérgico
(Figura 16).
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A ativacdo dos receptores P-adrenérgicos gera um aumento
intracelular de AMPc via ativacdo da proteina G estimulatéria (Gsa)
acoplada ao receptor. Varios trabalhos tém demonstrado que a sepse
altera o teor intracelular de AMPc. A administracdo de LPS reduziu o
acumulo intracelular de AMPc apds a administracdo de isoprenalina.
Em coelhos, observou-se uma reducdo significativa dos niveis protéicos,
e de RNAmM da Gso, associado ainda a uma menor atividade da
adenilato ciclase. Os autores sugeriram que parte deste efeito seja
resultado do excesso de NO produzido pela NOS-2 (Matsuda, 2000).
Além disso, a producdo de TNF-o reduz a geracdo de AMPc em
linfocitos estimulados com isoprenalina, demonstrando que o TNF-o
também pode modular as vias de sinalizagdo do receptor B,-adrenérgico
durante a sepse (Singh, 1993).

Por isso, verificamos se o efeito do 7-NI em melhorar a resposta f3-
adrenérgica durante a sepse era dependente do aumento de AMPc.
Observamos que nossos dados estavam de acordo com os da literatura,
porque as aortas de animais sépticos produzem menos AMPc ap0s a
estimulacdo com isoprenalina e forskolin (ativador da adenilato ciclase),
do que os vasos de animais falso-operados. Portanto, existe um prejuizo
ndo somente do receptor B-—adrenérgico, mas também da adenilato
ciclase em produzir AMPc. Diferente do esperado, o 7-NI néo interferiu
na formacdo de AMPc induzido pela isoprenalina e pelo forskolin em
ambos o0s grupos de animais (Figura 17).

Vérias hipéteses podem ser formuladas para esta reducdo na
formacdo de AMPc, tais como: i) reducdo dos niveis de ATP durante a
sepse, ii) acoplamento do receptor com proteinas G inibitdrias, iii)
reducdo da transcrigdo e do contelido de adenilato ciclase, iv) atividade
excessiva de fosfodiesterases. Todas estas alteragcBes reduziriam o
conteido de AMPC. No entanto, como ndo obtivemos alteracdo do
contetido de AMPc ap6s inibigdo da NOS-1, nenhuma delas explica a
melhora da resposta vasodilatadora de ambos os agonistas adrenérgicos
utilizados neste estudo. Desta forma podemos concluir que a melhora da
resposta vasodilatadora a isoprenalina e ao fenoterol, apds inibigdo da
NOS-1, é independente da formacao/actimulo de AMPc.

O blogueio da formacdo de NO, melhorando o efeito vasodilatador
de agonistas B,-adrenérgicos pode parecer estranho, uma vez que parte
do efeito vasodilatador de agonistas deste receptor, é derivada da sintese
de NO, proveniente da fosforilagdo da NOS-3 em células endoteliais
(Ferro et al., 1999; Yao et al., 2003; Michell et al., 2001). Além disso,
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o0 estimulo dos receptores Br-adrenérgico das fibras NANC aumenta a
producdo de NO via ativagdo da NOS-1, o que contribui para o efeito
vasodilatador. Portanto, pelo menos em teoria, a inibicdo da NOS-1
reduziria a resposta vasodilatadora aos agonistas P,-adrenérgicos. Ao
gue tudo indica, na sepse, este mecanismo € distinto das respostas
fisiol6gicas normais. Portanto, 0 mecanismo pelo qual o 7-NI restaura a
resposta vasodilatadora de agonistas [B-adrenérgicos permanece
desconhecido. Um dado que contribui para esta excec¢do é o fato de que
a inibicdo da NOS-1 restaura a resposta vasodilatadora a acetilcolina
(mediada por ativacdo da NOS-3 no endotélio vascular) em vasos de
musculo esquelético de ratos, reforcando mais uma vez o papel do NO
derivado da NOS-1 na hiporeatividade vascular (Gocan et al., 2000).

A possibilidade de se restaurar a resposta ao receptor p,-adrenérgico
durante a sepse ndo seria importante apenas do ponto de vista
hemodinamico. Agonistas deste receptor também exibem atividade
antiinflamatéria importante, inibindo a expressdo de moléculas de
adesdo e de citocinas inflamatérias em mondcitos (Kuroki et al., 2004;
Mizuno et al., 2005). O aumento dos niveis de AMPc apés estimulacao
do receptor beta-2 em células de cultura expostas ao LPS foi relacionado
a reducdo da producdo de NO, superoxido e TNF-o (Zhang et al., 2002).

Além disso, recentemente, Tsao e colaboradores (2010)
demonstraram que a administracdo de terbutalina (agonista seletivo 3,-
adrenérgico) em animais sépticos reduziu a expressdo de IL-1 e NOS-2
e, além disso, inibiu a migracdo de neutrofilos no pulmao e a producédo
de espécies reativas de oxigénio e de NO, no modelo de CLP. A reducédo
da resposta inflamatdria foi relacionada com a manutencdo da PAM e a
reducdo da mortalidade do grupo CLP. Portanto, o restabelecimento da
fungdo beta adrenérgica através da inibicdo da NOS-1 durante a sepse
pode resultar numa reducdo do processo inflamatério, determinando um
progndstico mais favoravel na evolucéo da sepse.

Apbs o exposto, podemos sugerir as possiveis fontes de NO que
interferem na hiporeatividade vascular. Nas fases iniciais da sepse, a
producdo de NO derivado da NOS-2 e NOS-3 estaria relacionada com a
instalagdo da hipotensdo e da hiporeatividade vascular, sendo esta
Gltima em parte devido ao NO proveniente da NOS-1. Nas fases mais
tardias, quando ocorre a reducdo dos niveis protéicos da NOS-2 e NOS-
3, 0 NO proveniente da NOS-1 teria um papel mais importante. A
associacdo fisica da NOS-1 e sGC poderia aumentar a producdo de
GMPc promovendo hiporeatividade mais severa e possivelmente
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hipotenséo arterial. Para um melhor entendimento deste processo, ver
Esquema 8.

Fase inicial-6e 12 h Fase Tardia- 24h

Hipotensao
Hiporeatividade

WV

Hiporeatividade

Esquema 8 - Possiveis fontes de NO contribuindo para hipotensdo e
hiporeatividade vascular durante a sepse.
Fonte: o Autor

Ao que tudo indica, 0 NO proveniente da NOS-1 ndo participa
apenas da hiporeatividade aos vasoconstritores durante a sepse. A
atividade desta enzima também exerce um papel importante no inicio da
resposta inflamatdria sistémica. Duma (2005), demonstrou que o 7-Nl,
guando administrado 30 minutos antes da indugdo da sepse, bloqueia um
pulso inicial de NO que seria responsavel por melhorar diversos
pardmetros avaliados durante a sepse. No entanto, alguns problemas,
como a inacessibilidade a animais knockout para a isoforma neuronal da
NOS, nos fez buscar métodos alternativos para reforcar a idéia de que o
NO proveniente da NOS-1 influencia o inicio da sepse.

Certos compostos induzem a degradagdo da NOS-1. O tratamento
com guanabenzo, L-NIO (N-5-(1-iminoetil)-L-ornitina) e L-NMA (NG-
metil-L-arginina) e inibidores da Hsp 90 aumentam a degradacédo
proteolitica por ubiquitinagdo e degradacdo proteolitica da NOS-1, via
proteassoma (Noguchi et al., 2000; Dunbar et al., 2004). Xu e
colaboradores (2000), demonstraram que o tratamento repetido com 7-
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NI durante uma semana reduz os niveis protéicos de NOS-1 e a
guantidade de GMPc. No entanto, a reducdo da NOS-1 pelo 7-NI nédo é
devida a degradacéao proteolitica, e 0 mecanismo deste efeito ainda ndo
foi esclarecido (Dunbar et al., 2004).

Com o objetivo de verificar se a redugdo do contedo protéico de
NOS-1 poderia interferir com o curso natural da sepse, administramos o
7-NI durante uma semana, e seis horas (12 meias-vidas) ap6s a ultima
administragdo do inibidor da NOS-1 os animais foram submetidos a
sepse.

Os dados da Figura 18 mostram que o tratamento prévio com o
inibidor da NOS-1, reduziu significativamente a mortalidade de animais
sépticos. No entanto, quando o 7-NI foi administrado logo apés o
término da cirurgia de CLP, ndo modificou a sobrevivéncia dos animais
CLP, indicando que o pulso de NO proveniente da NOS-1 acontece de
maneira extremamente rapida, reduzindo a probabilidade de
sobrevivéncia durante a sepse.

Os animais que foram tratados previamente com 7-NI apresentaram
uma melhor condigdo hemodindmica, a PAM foi mantida levemente
mais elevada, a frequéncia cardiaca se manteve menor (Figura 19). A
disfuncdo vascular foi menor nestes animais, eles apresentaram uma
reatividade mais elevada a fenilefrina e a isoprenalina (Figuras 20 e 21).

A hiperglicemia é uma das alteragdes mais importantes que ocorrem
a nivel metabdlico durante a sepse. Niveis elevados de glicose ja foram
determinados em humanos e animais sépticos. A hiperglicemia produz
efeitos deletérios em pacientes com sepse, aumentando a adeséo
leucocitaria ao endotélio, prejudicando a quimiotaxia e fagocitose e
facilitando a coagulagdo intravascular disseminada. Além disso, niveis
elevados de glicose aumentam a expressdo de NOS-2 em ratos
saudaveis (Turina et al., 2005; Pacheco et al., 2006).

Nossos resultados demonstram que o tratamento prévio com 7-NI
atenuou a hiperglicemia induzida pela sepse, mas ndo reverteu a
hipoglicemia tardia. A manutencdo da fungdo B-adrenérgica pode ter
sido um fator decisivo na menor variacdo da glicemia nos animais
tratados com 7-NI. Além disso, estes animais ndo apresentaram
leucopenia proeminente na fase tardia da sepse, demonstrando que o 7-
NI modifica a cinética leucocitaria durante a sepse.

Ou seja, de maneira geral, a reducdo do contelido protéico da NOS-1
interferiu na evolugdo natural da sepse. Assim, 0s animais tiveram a sua
condicdo hemodinamica preservada, a hiperglicemia foi atenuada e o
perfil da cinética leucocitéria foi mais parecido com o dos animais falso-
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operados e, em consequéncia, houve um aumento da sobrevivéncia dos
animais CLP.

Recentemente, foi demonstrado em nosso laboratério que este pulso
inicial de NO pode ser derivado tanto da NOS-1 quanto da NOS-3 e que
esta associado com a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), em
particular o superoxido, o que levaria a formacdo de peroxinitrito. A
formacdo deste radical livre potencializaria a translocacdo nuclear de NF-
kB e a ativacdo de sua cascata de sinalizacdo, iniciando a transcri¢do de
genes pro-inflamatdrios e a expressdo de enzimas inflamatérias como a
NOS-2 (Scheschowitsch, 2011). Neste caso, a auséncia deste pulso inicial
de NO reduziria a ativacdo do fator de transcricio NF-xB e
consequentemente sua influéncia sobre a resposta inflamatéria sistémica.
Pela falta de tempo habil, ndo verificamos se o tratamento prévio com 7-NI
reduz os niveis protéicos da NOS-3, o que confirmaria também a
participagdo desta enzima no pulso inicia de NO. Apesar disso, nossos
dados reforcam os obtidos por Duma (2005), e também sugerem que um
pulso inicial de NO derivado da NOS-1 desempenha um papel importante
no inicio da resposta inflamatdria sistémica da sepse.

Ao que tudo indica a inibicdo da NOS-1 nédo apresenta efeitos benéficos
apenas no inicio da sepse. Enkhbaatar e colaboradores (2009) infundiram o
ZK 234238, um novo inibidor mais seletivo para NOS-1 (Cls, para NOS-1,
NOS-3 e NOS-2 de 0,38 mM, 11,5 mM e 200 mM respectivamente). Este
composto, quando infundido uma hora apés a inducdo da sepse, atenuou a
hipotensdo, diminuiu os niveis plasmaticos de NOx e o edema pulmonar.
Além do mais, atenuou a resposta inflamatéria reduzindo a atividade da
mieloperoxidase, a expressdo de IL-6 e a producdo de espécies reativas de
oxigénio, sugerindo um papel da NOS-1 mais abrangente na promocéo da
disfuncdo orgénica do que apenas no inicio da resposta inflamatoria.
Portanto a inibigdo seletiva da NOS-1 pode ser uma ferramenta Util para
controlar as disfuncdes organicas que ocorrem durante a sepse.

Nosso trabalho representa uma mudanga de paradigma na fisiopatologia
da sepse, pois determina que as alteragbes hemodindmicas ndo sejam
exclusivas do NO proveniente da NOS-2. Além disso, parte do NO estaria
sendo produzido dentro do proprio muasculo liso vascular pela NOS-1. A
interacdo da NOS-1 com a sGC, facilitaria a producdo de GMPc,
principalmente nas fases mais tardias contribuindo para hipotenséo e
hiporeatividade severa durante a sepse. Mais do que isso, este trabalho abre
caminho para uma abordagem farmacoldégica mais racional em um
momento critico da sepse, a fase tardia.
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6. CONCLUSOES

A partir do exposto podemos concluir que:

1.

Animais sépticos sdo sensiveis aos efeitos analgésicos de
drogas opidides em modelo de dor por estimulo térmico.

Doses baixas de opidides ndo interferem na sobrevivéncia de
animais sépticos, enquanto que doses maiores aumentam a
mortalidade.

Analgésicos opidides reduzem a hipotenséo e a hiporeatividade
vascular induzidas pela sepse.

O NO proveniente da NOS-1 ndo participa na hipotensao
induzida pela sepse, mas é responsavel em parte, pela
hiporeatividade vascular a agonistas o, e 3-adrenérgicos.

A inibicdo da NOS-2 ndo reverteu a hipotensdo e
hiporeatividade a agonistas o.-adrenérgicos no modelo de CLP.

Nos momentos mais tardios, a enzima 6xido nitrico sintase
neuronal (NOS-1) interage fisicamente com a guanilato ciclase
solavel (sGC).

Parte do mecanismo de reversao da hiporeatividade a agonistas
o-adrenérgicos se deve a redu¢do na formacdo de GMPc.

O mecanismo de melhora da resposta ,-adrenérgica promovida
pela inibicdo da sintese de NO pela NOS-1 durante a sepse €
independente do aumento AMPc.

As alteracdes promovidas pelo NO proveniente da NOS-1 no
inicio da sepse, estdo relacionadas com a instalagdo da
hipotensdo, disfuncdo vascular, alteragdes na glicemia e nos
niveis de leucécitos sanguineos. A reducdo do contelido
enzimatico da NOS-1, reduz ou abole as alteragdes patoldgicas
induzidas pela sepse.
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