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RESUMO

O choque séptico € um potente estimulo para a ativacdo de varios
sistemas organicos e dentre eles, o sistema nervoso simpatico (SNS)
gue, além dos efeitos nos vasos, também tem impacto no coracdo. Altas
concentracbes de adrenalina e noradrenalina sdo encontradas na
circulagdo de pacientes com endotoxemia e sepse, sendo estes niveis
diretamente relacionados com aumento da mortalidade dos individuos
sépticos. Embora seja conhecido que a ativagdo simpatica exacerbada é
deletéria para a homeostase do organismo, ainda ndo € bem
compreendido qual o papel da hiperativacdo simpéatica durante um
guadro de chogque séptico/sepse. Portanto, no presente trabalho nos
estudamos o papel da transmissdo ganglionar autonémica no que diz
respeito  a hiporeatividade o-adrenérgica do choque séptico, e,
adicionalmente, examinamos as consequéncias do bloqueio ganglionar
precoce na expressdo de receptores op-adrenérgicos na aorta torécica de
ratos, bem como em parametros inflamatdrios e bioquimicos. Para isso,
0 choque séptico foi induzido por uma ligadura e perfuragdo do ceco
(modelo de CLP) em ratos Wistar fémeas. Uma hora apds o
procedimento de CLP, os animais receberam hexametonio (um
blogueador ganglionar), pentolinio (um blogueador ganglionar mais
seletivo para o ganglio simpatico) ou salina (PBS). Seis e 24 h apds a
cirurgia de inducdo do choque séptico a resposta cardiovascular a
agonistas vasoconstritores foi avaliada. Adicionalmente, 24 h apds o
procedimento de CLP, parametros inflamatorios e bioguimicos,
hemograma, expressdo de receptores oyp-adrenérgicos em aorta e curva
de mortalidade foram avaliados. O choque séptico aumentou os niveis
plasmaticos de nitrato e nitrito (NO,), ureia, creatinina, transaminases
hepéticas (TGO e TGP), citocinas pré-inflamatdrias (TNF-o ¢ IL-1p),
bem como promoveu leucopenia e trombocitopenia. Além disso, os
animais em choque séptico estavam hipotensos e hiporreativos a
noradrenalina e fenilefrina. A hiporeatividade aos agentes
vasoconstritores foi devida, pelo menos em parte, a reducdo na
densidade dos receptores o p-adrenérgicos na aorta da ordem de 60%.
Finalmente, o choque séptico resultou em elevada mortalidade. O
tratamento precoce com pentolinio reduziu os niveis plasmaticos de NO,
e ureia, preveniu a hiporeatividade aos agonistas vasoconstritores,
preservou a densidade dos receptores aip-adrenérgicos na aorta e
aumentou a sobrevida dos animais. Apesar do tratamento precoce com 0



hexametbnio ter sido capaz de prevenir a hiporeatividade a
noradrenalina e fenilefrina, sua administragdo ndo resultou em nenhum
efeito benéfico adicional. Assim, nossos resultados mostram claramente
que a interferéncia com a transmissao ganglionar e consequente reducéo
da hiperativagdo simpatica, tem importante impacto no resgate da
reatividade vascular a agonistas vasoconstritores e na reducdo da
letalidade do choque séptico induzido por ligacdo e perfuracdo do ceco
em ratos. Esses efeitos benéficos estdo relacionados, em parte, com a
manutencdo da densidade dos receptores oyp-adrenérgicos nos vasos.
Esses resultados podem levar a uma nova estratégia terapéutica no
auxilio do tratamento do choque séptico/sepse.

Palavras chave: Bloqueio ganglionar simpatico; choque séptico;
pentolinio; hiporeatividade vascular; hexametbnio; 06xido nitrico;
receptores a-adrenérgicos.






ABSTRACT

Septic shock is a potent stimulus for the activation of several organic
systems, including the sympathetic nervous system (SNS), which
besides its effects on vessels, directly impacts on the heart. High
circulating epinephrine and norepinephrine concentrations were reported
during endotoxaemia and septic shock, being directly associated to high
mortality in septic patients. Although it is known that sympathetic
overstimulation is deleterious to homeostasis of the organism, the
function of sympathetic hyperactivation during septic shock is poorly
understood. Therefore, in this work we studied the role of autonomic
ganglionic transmission with respect to a-adrenergic hyporeactivity in
septic shock, and, additionally, examined the consequences of early
ganglionic blockade on the density of ojp-adrenergic receptors in rat
thoracic aorta, as well as inflammatory and biochemical parameters. For
this, septic shock was induced by cecal ligation and puncture (CLP
model) in female Wistar rats. One hour after surgery, animals received
hexamethonium (a ganglionic blocker), pentolinium (a ganglionic
blocker with a higher selectivity for sympathetic ganglia) or saline
(PBS). Six and 24 h after surgery, the cardiovascular responses to
adrenergic agonists were evaluated. In addition, 24 h after surgery,
inflammatory and biochemical parameters, hemogram, the density of
aip-adrenergic receptors in aorta and survival were also evaluated.
Septic shock increased plasma levels of nitrate and nitrite (NO,), urea,
creatinine, hepatic transaminases (TGO and TGP), pro-inflammatory
cytokines (TNF-a and IL-18) and promoted leukopenia and
thrombocytopenia in CLP animals. Furthermore, the septic animals were
hypotensive and showed hyporeactivity to norepinephrine and
phenylephrine. The hyporeactivity to vasoconstrictors agents was due, at
least in part, to the reduction of ~60% in ayp-adrenergic receptors
density in the aorta. Septic shock also resulted in high mortality. Early
treatment with pentolinium reduced plasma levels of NO, and urea,
prevented the hyporeactivity to vasoconstrictors agents, preserved the
density of a,p-adrenergic receptors in the aorta and increased survival.
Notwithstanding the beneficial effect of the early treatment with
hexamethonium on the hyporeactivity to noradrenaline and
phenylephrine, no additional beneficial effects were observed. Thus, our
results clearly show that interference, with the ganglionic transmission
with the consequent reduction in sympathetic hyperactivation, has a



profound impact on the recovery of vascular reactivity to
vasoconstrictor agonists and in reducing mortality of sepsis-induced by
CLP in rats. These beneficial effects are related, in part, with the
maintenance of the density of a;p.adrenergic receptors in vessels. These
results may lead to a new therapeutic strategy for the treatment of
sepsis/septic shock.

Key words: Sympathetic ganglionic blockade; septic shock;
pentolinium; vascular hyporeactivity; hexamethonium; nitric oxide, a-
adrenergic receptors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sepse: conceito e epidemiologia

As manifestacbes clinicas da sepse ja eram conhecidas por
Hipdcrates e outros quase meio século antes da era crista. Ele introduziu
o termo “ferida em putrefagdo/decomposi¢do” para caracterizar a
doenca. Ibn Sina, conhecido como o pai da Medicina moderna e também
chamado de Avicenna, observou que a septicemia era quase sempre
acompanhada por febre. Em 1914, o médico alemao Hugo Schottmiiller
lancou as bases para a definigdo moderna de sepse e foi o primeiro a
descrever que a presenca de um agente infeccioso é componente
fundamental da doenca. Porém, décadas mais tarde, as ideias de Lewis
Thomas levaram a uma reviravolta no entendimento da sepse por
popularizar a teoria de que “é a resposta do hospedeiro que faz com que
a doenca se manifeste” (THOMAS, 1972). A partir de entdo, as
pesquisas em sepse tomaram um novo rumo, onde os esforgos foram no
sentido de compreender a resposta imune do hospedeiro e ndo apenas o
agente infeccioso. Mas somente na década de 90, o pesquisador Roger
Bone e seus colegas introduziram na pratica clinica o conceito de sepse
como sendo uma resposta inflamatéria sistémica em decorréncia de uma
infeccdo (BONE et al., 1992).

Assim, podemos perceber que a histdria por tras da sepse é bem
antiga. Porém, apds vérias décadas desde as primeiras observacoes de
como a sepse se manifesta, ndo houve avanco significativo no sentido de
diagnosticar um paciente séptico de maneira rapida, ndo se tem um
tratamento especifico e ainda hoje 0s pacientes possuem mau
progndstico.

Bone e colaboradores definiram a Sindrome da Resposta
Inflamatdria Sistémica (SIRS) quando o paciente possui dois ou mais
dos seguintes sintomas clinicos: temperatura corporal acima de 38 °C ou
abaixo de 36 °C; frequéncia cardiaca acima de 90 batimentos por minuto
(bpm); frequéncia respiratéria acima de 20 movimentos/minuto;
leucécitos totais acima de 12.000/mm® ou abaixo de 4.000/mm® ou
ainda, presenca de mais de 10% de bastonetes, as quais sdo células de
defesa ainda imaturas (BONE et al., 1992). A sepse s6 ocorre quando o
paciente desenvolve a SIRS secundariamente a um processo infeccioso.
A partir do momento em que além da SIRS e do agente infeccioso tem-
se faléncia de um ou mais 6rgdos, caracteriza-se a Sepse Severa. Por
Gltimo, o estagio mais critico e que leva ao maior nimero de ébitos dos
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pacientes, € o0 quadro de Choque Séptico. Nesse estagio mais avancado,
hd o desenvolvimento de hipotensdo severa refrataria a agentes
vasoconstritores ou a reposi¢do volémica, bem como todos os outros
sintomas descritos acima (BONE et al., 1992).

A sepse é importante causa de hospitalizagdo e a principal causa de
morte em unidades de terapia intensiva (UTI) (ENGEL et al., 2007). Em
1990, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) calculou
gue nos Estados Unidos houve uma incidéncia de 450 mil casos de
sepse por ano e mais de 100 mil mortes (JAMA, 1990). Em 2001 Angus
e colegas estudaram nos EUA mais de seis milhdes de prontuarios de
altas hospitalares, em sete estados e avaliaram 751 mil casos de sepse
grave por ano, com taxa de mortalidade de 28,6% (ANGUS et al.,
2001). Um estudo de revisdo de dados, também realizado nos Estados
Unidos, avaliou durante 22 anos casos de altas hospitalares em 750
milhGes de admissdes e revelou um nimero de mais de 10 milhdes de
casos de sepse, com aumento na incidéncia de 82.7/100.000 habitantes
em 2000 (MARTIN et al., 2003). Estudos feitos na Europa, Australia e
Nova Zelandia relataram que as taxas de prevaléncia de sepse em UTI
variavam de 5,1% a 30% (ALBERTI et al., 2002; FINFER et al., 2004).
O Estudo Bases — Estudo Brasileiro de Epidemiologia da Sepse —
realizado em cinco UTIs, encontrou taxas de mortalidade de 11%,
33,9%, 46,9% e 52,2%, respectivamente, em pacientes com SIRS, sepse,
sepse grave e choque séptico. Esse mesmo estudo ainda revela que, a
cada dia, aproximadamente 57 de cada 1000 pacientes das Unidades de
Terapia Intensivas desenvolvam sepse (SILVA et al., 2004). As taxas de
mortalidade globais de sepse diminuiram, porém mesmo taxas de 20% a
80% continuam inaceitavelmente altas. A maior incidéncia de sepse
deve-se ao envelhecimento da popula¢do, a procedimentos mais
invasivos, ao uso de farmacos imunossupressores e a maior prevaléncia
de infeccdo pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA)
(ANNANE et al., 2003). Os principais microrganismos responsaveis por
um quadro de infeccdo sdo as bactérias - gram-negativas e gram-
positivas - e fungos. As infec¢des em geral podem ter sua origem na
comunidade ou entdo ser de origem nosocomial, ou seja, quando o
paciente sem quadro de infeccdo durante a admissdo no hospital
desenvolve a infeccdo durante o periodo que estd hospitalizado. A
principal infeccdo, tanto de origem comunitaria quanto de origem
nosocomial, é a pneumonia. Outras origens frequentes de sepse sdo as
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infeccOes abdominais, urinarias, cutaneas, entre outras (ALBERTI et al.,
2002).

1.2 Fisiopatologia da sepse e choque séptico

A sepse resulta de uma complexa interacdo entre 0 microrganismo
infectante e a resposta imune, pré-inflamatéria e pré-coagulante do
hospedeiro. As caracteristicas do organismo infectante e a resposta do
hospedeiro frente a infecgdo sdo as principais variaveis fisiopatoldgicas
da sepse. De maneira simplificada, ocorre a progressao da sepse quando
0 hospedeiro ndo consegue conter a infeccdo primaria por resisténcia a
opsonizagdo, a fagocitose, a antibiéticos e presenca de antigenos
(RUSSELL, 2006).

A resposta imune inata é a responsavel pelo processo inflamatério
inicial da sepse. Ela é mediada pelos receptores de reconhecimento
padrdo, como os receptores Toll-like (TLR) e o CD14, que reconhecem
0s patégenos ou seus produtos, 0s quais sao identificados como PAMPs
(padrGes moleculares associados a patdégenos — do inglés pathogen-
associated molecular patterns). Os receptores Toll-like do tipo 2 (TLR-
2) reconhecem os peptideoglicanos das bactérias gram-positivas,
enquanto os lipopolissacarideos (LPS) das bactérias gram-negativas sao
reconhecidos pelos TLR-4. Outras moléculas de superficie celular
também percebem o LPS, tal como canais idnicos, CD11b/CD18 e MSR
— do inglés macrophage scavenger receptor (MEDZHITOV e
JANEWAY, 2000a; MEDZHITOV e JANEWAY, 2000b; KORTGEN
et al., 2006; RUSSELL, 2006).

Uma vez ativados, os TLRs desencadeiam uma cascata de
eventos intracelulares que culmina com a translocacéo nuclear do NF-
KB, o qual é um fator de transcri¢do que promove a expressao génica de
moléculas pré-inflamatérias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e interleucina-1 beta (IL-1B) e também citocinas anti-inflamatdrias
como interleucina-10 (IL-10). O TNF-a e IL-1p ativam a resposta imune
adaptativa que é responsavel pela amplificacdo da imunidade inata. Esta
caracteriza-se pela ativagdo dos linfécitos B que liberam as
imunoglobulinas facilitadoras da apresentacdo de antigenos para as
células fagocitarias. Além disso, os linfécitos T helper tipo 1 (Thl)
promovem um feedback positivo, secretando citocinas inflamatorias.
Contrabalangando esse mecanismo, as células T helper tipo 2 (Th2)
secretam interleucinas anti-inflamatérias, tal como IL-4 e IL-10. As
citocinas proé-inflamatérias aumentam a expressdo de moléculas de
adesdo em leucdcitos e células endoteliais. Os neutréfilos ativados, além
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de promoverem a destruicdo do microrganismo invasor, também causam
aumento da permeabilidade vascular, o que ocasiona edema tecidual
(BALDWIN, 2001; RUSSELL, 2006). A Figura 1 mostra de maneira
simplificada os nucleos centrais da resposta inflamatéria da sepse.

Resposta imune
inata \
Produciio de citocinas pré- | Viaadrenérgica | gicroma Nervoso
pEaRe
inflamatdrias e quimiocinas Auténomo

Resposta imune
adaptativa ‘ .

Sistema
enddcrino

Coagulacdo

Figura 1. Polos centrais da resposta inflamatéria na sepse. O C5a é uma
anafilotoxina do Sistema Complemento que é ativada pela cascata da
coagulagcdo. Cba desencadeia a liberagdo de alguns mediadores pro-
inflamatdrios, incluindo o fator inibitério de migragdo de macréfagos (MIF) e o
grupo de alta mobilidade box-1 (HMGB1), os quais ativam a cascata de
coagulacdo através da expressdao de fator tecidual (ndo representado). O
HMGB1 é uma citocina pleiotrépica que se liga ao receptor do tipo Toll-like 4
(TLR-4) e promove liberacdo de mediadores pro-inflamatérios. As respostas
mediadas pelo TLR-4 sdo reguladas negativamente pelo componente Cb5a
(linhas tracejadas). As grandes quantidades de MIF liberadas durante a sepse
amplificam a liberagao de citocinas inflamatdrias, através de maior expresséo de
TLR-4. O MIF, que pode ser produzido por leucdcitos e pela hipofise, inibe os
efeitos anti-inflamatérios dos glicocorticoides enddgenos secretados pelo
sistema enddcrino. O sistema nervoso autdbnomo simpatico também participa
ativamente da via inflamatéria na sepse. A interleucina-17A (IL-17A), por sua
vez, faz a ponte entre as respostas imune adaptativa e inata. Adaptado de
Rittirsch et al., 2008.
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Um dos eventos chaves no quadro de sepse é o aumento da
expressdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS, do inglés Nitric Oxide
Synthase), levando a liberagdo de 6xido nitrico (NO). Por ser um potente
vasodilatador, 0 NO promove relaxamento do musculo liso vascular
bem como vasodilatagdo local e sistémica (O’BRIEN et al., 2007). A
producdo exacerbada de 6xido nitrico contribui, pelo menos em parte,
para a hipotensdo, hiporeatividade vascular a agentes vasoativos e
alteragdes cardiovasculares no choque seéptico (MONCADA et al.,
1991; FERNANDES e ASSREUY, 2008). Szabé e colegas (1994)
observaram que o uso de inibidores da NOS-2 (isoforma do tipo
induzida) diminui a hipotensdo e a hiporeatividade a agentes
vasoconstritores e aumenta a sobrevida dos animais endotoxémicos
(SZABO et al.,, 1994). Corroborando esse estudo, nosso grupo
demonstrou que inibidores da enzima guanilil ciclase soltvel (GCs) — a
gual é um dos alvos do NO — séo eficazes em diminuir a hipotenséo e a
hiporeatividade vascular quando administrados nos periodos mais
tardios da sepse, quando a expressao da GCs é mais elevada
(FERNANDES et al., 2009).

Além dos eventos citados acima, o choque séptico esta associado
com uma marcante hipoperfusdo, disfuncdo orgéanica e diminuicdo da
atividade mitocondrial, resultando em prejuizo na extracdo de oxigénio.
A producdo desregulada de mediadores lipidicos como eicosanoides e
fatores de ativacdo plaquetaria, bem como de radicais livres de oxigénio
e nitrogénio, também sdo responsaveis pelo quadro hiper-inflamatorio
da sepse (CINEL e OPAL, 2009; NDUKA e PARRILLO, 2011). Todos
esses eventos podem, ainda, levar a disfuncdo cardiovascular na sepse, a
qual é caracterizada por disfungéo endotelial, débito cardiaco aumentado
e diminuicdo da resisténcia periférica, devido a dilatagdo excessiva dos
vasos de resisténcia sistémica. Neste estagio mais avancado é onde se
observa hipotensdo refratdria a expansdo volémica adequada e
hiporeatividade a agentes vasopressores tais como angiotensina I,
catecolaminas, vasopressina e serotonina (RANGEL-FRAUSTO, 2005).

1.3 Ténus vascular: como é regulado?

De maneira geral, duas formas de excita¢do iniciam a contracao
no muasculo liso. A contragdo pode ocorrer devido & inervagdo e
consequente despolarizacdo do potencial de membrana de repouso —
processo chamado de acoplamento eletromecénico — ou entdo pode
ocorrer devido a ativacdo de ligantes nos receptores celulares —
acoplamento chamado de farmacomecénico. O componente elétrico da
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excitacdo da célula muscular lisa é caracterizado pelos potenciais de
acdo, os quais desencadeiam o influxo de calcio através dos canais de
Ca’* voltagem-dependentes. O aumento do célcio intracelular pode levar
também, por sua vez, & liberagdo de Ca®* das vesiculas de
armazenamento intracelulares, em um processo chamado de liberacdo de
célcio dependente de célcio (para revisdao ver BOLTON et al., 1999).
Por outro lado, o acoplamento farmacomecénico envolve ativacdo dos
receptores na superficie das células, o que também leva ao aumento de
célcio, seja pela liberacido do Ca®* das vesiculas de armazenamento seja
por vias de sinalizagdo com segundos mensageiros. Um exemplo
classico € a ativagdo dos receptores o-adrenérgicos: uma vez ativados
sdo capazes de modular a resposta das células musculares lisas através
da ativacdo dos segundos mensageiros, inositol trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG) que por sua vez, causam liberacdo de célcio dos
estoques intracelulares (OGUT e BROZOVICH, 2003).

Acredita-se que 0 alvo primario do aumento de Ca®* intracelular
seja a calmodulina, membro da familia de proteinas que se ligam ao
célcio. O complexo Ca®*- calmodulina, vai interagir com a quinase de
cadeia leve de miosina (MLCK). A calmodulina possui um dominio
carboxi-terminal (COOH-) e, uma vez ligada ao Ca*", é capaz de se ligar
com o dominio amino-terminal (NH,-) da MLCK resultando numa
mudanca conformacional no complexo calmodulina-MLCK. No fim
desses eventos, ha ativacéo da MLCK e posterior fosforilagcdo da mesma
pela miosina fosfatase, sendo este Gltimo processo o primeiro evento
regulatério para gerar a forca necessaria para o inicio da contracdo no
musculo liso (OGUT e BROZOVICH, 2003).

Por outro lado, o relaxamento do musculo liso ocorre em
consequéncia da diminuicdo de calcio intracelular, reduzindo também a
fosforilagcdo da MLCK. Grande parte dos vasodilatadores agem sobre o0s
niveis de adenosina 3°,5’-monofosfato ciclico (AMPc) e de guanosina
3°,5’-monofosfato ciclico (GMPc), os quais ativam, respectivamente, a
proteina quinase A (PKA) e a proteina quinase G (PKG). Ambas
proteinas quinases fosforilam e inativam a MLCK, favorecendo a perda
do tbnus muscular. Estes sdo considerados estimulos quimicos, porém
alguns estimulos fisicos também podem desencadear a vasodilatacao.
Nesse caso, um importante fator fisico é o estresse de cisalhamento
(shear stress, do inglés) que corresponde a forca que o fluxo sanguineo
exerce nas células endoteliais e que gera a sintese e liberacdo de
mediadores vasculares relaxantes (MATLUNG et al., 2009).
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O mais importante mediador secretado pelo endotélio e que

promove relaxamento do musculo liso vascular é o 6xido nitrico. O NO
atua principalmente por dois mecanismos. O primeiro € a ativacdo da
enzima guanilil ciclase solivel (GCs), o que levard ao aumento da
producdo do segundo mensageiro GMPc na célula e posterior ativacdo
da enzima PKG que, por sua vez, gera relaxamento através da inativacdo
da MLCK. O segundo mecanismo consiste na abertura dos canais de
potassio do masculo liso vascular, o que reduz o potencial de membrana
e hiperpolariza a célula. Como consequéncia, hd o fechamento dos
canais de calcio, diminuicdo de Ca®" intracelular e vasodilatacio
(RANG e DALE, 2007).
A hiporeatividade vascular durante a sepse é provavelmente de origem
multifatorial. A hipotensdo observada nos pacientes sépticos &
consequéncia de trés anormalidades hemodindmicas principais:
hipovolemia, disfungdo vascular e faléncia cardiaca (MERX e WEBER,
2007). A disfuncdo wvascular, por sua vez, engloba disfungédo
microvascular, disfuncdo endotelial e diminuicdo do tdnus
vasoconstritor bem como hiporeatividade a agentes vasopressores
(UMANS et al.,, 1993). As evidéncias clinicas que confirmam a
hiporeatividade vascular em pacientes sépticos vieram de estudos que
mostraram, por exemplo, que apesar da terapia de reposicao volémica e
dos niveis elevados de catecolaminas enddgenas e exodgenas e da
maxima ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, 0s
pacientes ainda permaneciam hipotensos (BENEDICT e ROSE, 1992).

1.4 Receptores acoplados a Proteina G

1.41  Aspectos gerais

O primeiro GPCR a ser totalmente caracterizado foi o receptor f3-
adrenérgico, o qual foi clonado em 1986. Subsequentemente, a biologia
molecular alcangou muito rapidamente a farmacologia, € a maioria dos
receptores que foram identificados por suas propriedades
farmacolégicas estd agora clonada (RANG e DALE, 2007). Os
receptores acoplados a proteinas G sdo divididos em trés grandes
familias. H4 uma consideravel homologia de sequéncia entre membros
de uma familia, ao passo que ndo ha nenhuma homologia entre
diferentes familias. A familia ‘A’ é a maior de todas, compreendendo a
maioria dos neurotransmissores aminados, muitos neuropeptidios,
purinas, prostandides, canabindides, entre outros. Essa familia é
conhecida como familia da Rodopsina, cujos GPCRs possuem uma
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cabeca extracelular (N terminal) curta e os ligantes para esses receptores
ligam-se as hélices transmembranares ou a algas extracelulares
(peptideos). A familia ‘B’ constitui, na sua grande maioria, os receptores
de secretina, glucagon e calcitonina, os quais possuem uma cabeca N-
terminal extracelular intermediéria incorporando o dominio de ligacao
ao ligante. Por sua vez, a familia ‘C’ ¢ um grupo pequeno de GPCRs,
englobando os receptores metabotropicos de glutamato, receptores
gabaérgicos do tipo B e receptores sensiveis ao célcio. Essa familia
possui uma cabeca N-terminal extracelular longa, incorporando o
dominio de ligacdo ao ligante (GRAHAM et al., 1996).

As proteinas G triméricas sdo formadas por trés subunidades, o, B e
y. Os nucleotideos de guanina ligam-se a subunidade a, a qual possui
atividade enzimatica, catalisando a conversdo do GTP a GDP. As
subunidades B e y permanecem unidades na forma de um complexo.
Todas as trés subunidades ficam ancoradas & membrana através de uma
cadeia de acidos graxos acoplada a proteina G por meio de uma reacéo
conhecida como prenilacdo. No estado de “repouso”, a proteina G
aparece como um trimero ofy ndo ligado, com o GDP ocupando o sitio
na subunidade a. Quando um GPCR ¢ ativado por uma molécula
agonista, ocorre uma mudanga conformacional envolvendo o dominio
citoplasmatico do receptor, levando-o a adquirir uma alta afinidade para
o afy, o que forca a dissociagdo do GDP ligado e sua substitui¢do por
GTP. O GTP fica entdo ligado a subunidade a (a-GTP) e as subunidades
By ficam unidas, sendo estas as formas “ativas” da proteina G, as quais
sdo capazes de se difundir na membrana e podem se associar a diversas
enzimas e canais iénicos, causando ativacdo do alvo (RANG e DALE,
2007). Antigamente, pensava-se que somente a subunidade o tinha
funcéo sinalizadora, mas os estudos de Clapham e Neer demonstraram
que, na verdade, as subunidades By também sdo importantes no que diz
respeito a controlar efetores na sinalizagdo dos GPCRs. Em geral, parece
gue sdo necessarias maiores concentracdes desse complexo do que das
subunidades o, logo os efeitos mediados por Py ocorrem a niveis
maiores de ocupacdo do receptor do que os efeitos mediados por o
(CLAPHAM e NEER, 1997).

A associacdo das subunidades o com enzimas-alvo pode causar
ativacdo ou inibicdo de determinada via sinalizadora, dependendo de
qual proteina G esteja envolvida. O subtipo Gos promove estimulagio da
enzima adenilil ciclase, aumentando a formacdo de AMPc. Muitos
receptores para aminas estdo acoplados a esse subtipo de proteina G. O
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subtipo Ga;, por sua vez, promove inibi¢cdo da enzima adenilil ciclase,
diminuindo a formacdo de AMPc. Receptores para aminas também
podem estar acoplados a esse subtipo, bem como receptores opidides. O
subtipo cujas fungdes ainda ndo estdo totalmente esclarecidas ¢ o Gay,
porém acredita-se que grande parte de seus efeitos se deve, na verdade,
as subunidades PBy. Outro subtipo importante ¢ Gog, 0 qual ativa a
enzima fosfolipase C, aumentando a producdo dos segundos
mensageiros inositol trifosfato e diacilglicerol. Por fim, o subtipo Gfy
estd associado a todos 0os GPCRs, e atua principalmente por ativagdo de
canais de potassio, inibicdo de canais de célcio controlados por
voltagem, ativagdo de GPCR quinases e ativacdo da cascata de proteinas
guinases ativadas por mitdgenos (RANG e DALE, 2007).

1.4.2 Receptores a-adrenérgicos

Os receptores a-adrenérgicos, juntamente com os receptores [3-
adrenérgicos, sdo um grupo heterogéneo de GPCRs que medeiam as
acOes das catecolaminas, importantes mediadores do sistema nervoso
simpético, estando particularmente envolvidos na homeostase
cardiovascular. S&o importantes para a contragdo do musculo liso
vascular e para a contracdo cardiaca. Estruturalmente, os receptores o-
adrenérgicos possuem uma porcdo amino terminal, a qual fica localizada
extracelularmente e possui sitios de glicosilagdo (ligados ao atomo de
nitrogénio) (GRAHAM et al., 1996). A outra porgdo, carboxiterminal,
esta localizada intracelularmente e contém sitios de fosforilacdo para
uma grande diversidade de quinases (GARCIA-SAINZ et al., 1999). Tal
como outros membros da familia dos GPCRs, os receptores o possuem
cadeias simples de polipeptideos, sendo que ao longo de todo seu
comprimento hd em torno de 429 a 561 aminodcidos. Essa cadeia
polipeptidica pode ser modificada pods-transducionalmente por
oligossacarideos (e, provavelmente, também por &cidos graxos) bem
como pode sofrer fosforilagdo. Cada um dos receptores contém sete
dominios de 20 a 28 aminodcidos hidrofobicos, sendo a sequéncia
correta dos aminoacidos importante funcionalmente tanto para a ligacdo
com moléculas correspondentes quanto para a ativacdo da via de
sinalizagdo. Os trés subtipos de receptores a; (aza, O1p € G1p) POSSUEM
apenas uma pequena homologia nas suas regides carboxiterminal, que
consistem de residuos de cisteina (GRAHAM et al., 1996).

1.4.2.1 Divisao, fung¢ao e localizagdo dos alfa-adrenoceptores
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Os receptores alfa adrenérgicos sao classicamente divididos em o €
op. Receptores a do tipo 1 geralmente medeiam respostas nos 6rgaos
efetores, enquanto os receptores do tipo 2 estdo localizados, em sua
maior parte, pré-sinapticamente, modulando a liberacdo de
neurotransmissores. Ambos os receptores o, e o S0 ainda subdivididos
(CALZADA e ARTINANO, 2001). As evidéncias iniciais de que havia
subtipos de receptores oy Vvieram, principalmente, dos trabalhos de
McGrath e Ruffolo a partir de estudos funcionais (McGRATH, 1982;
RUFFOLO, 1985). Mais tarde, estudos de binding com radioligantes
(agonistas ou antagonistas a-adrenérgicos) com afinidade varidvel,
sugeriram a divisdo desses receptores em aya, oz € 0;p (MORROW e
CREESE, 1986). Sdo poucos os ligantes reconhecidos por apenas um
subtipo de receptor a; com pelo menos 100 a 1000 vezes maior
afinidade do que se tem pelos outros dois subtipos. O composto 5-
metilurapidila, por exemplo, possui de 80 a 120 vezes maior afinidade
por receptores do tipo oza do que pelos outros dois subtipos. A
oximetazolina, um agonista de receptores o, adrenérgicos, também ativa
preferencialmente o subtipo aja. Um ligante cerca de 30 vezes mais
seletivo para os receptores do tipo a;g do que para 0s outros dois
subtipos é o prototipo AH11110A. Os protdtipos BMY7378 e
SKF105854 sdo mais seletivos para os receptores ojp, POr terem
afinidade cerca de 50 a 100 vezes maior quando comparados com 0s
receptores oz € ayg (GRAHAM et al., 1996).

A distribuigdo tecidual dos receptores oy é variada e depende da
espécie animal. Em trabalhos mais antigos, alguns resultados eram
controversos quanto a localizacdo desses receptores pelo fato de que
técnicas diferentes foram utilizadas (CALZADA e ARTINANO, 2001).
Por exemplo, a pesquisa dos subtipos alfa-adrenérgicos na regido do
hipocampo de ratos realizada pela técnica de autorradiografia, mostrou
resultados homogéneos, porém, no hipocampo de humanos os subtipos
aa € ogg estavam distribuidos diferentemente (ZILLES et al., 1991).
Mais recentemente, a técnica de Northern blot foi introduzida no estudo
dos subtipos desses receptores, sendo baseada na analise dos respectivos
RNA mensageiros (RNAm) por eletroforese. Os resultados obtidos a
partir destes estudos parecem ser consistentes com os estudos funcionais
e de binding, o que gera maior seguranca na pesquisa. O subtipo aya €
principalmente encontrado na artéria renal, no ducto deferente,
hipocampo e no cortex cerebral de ratos. Por outro lado, receptores do
tipo azg S0 expressos principalmente no figado, bago e cértex cerebral
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de ratos, bem como em células de linhagem de musculo liso de hamster
e de células de linhagem de tireoide de ratos (CALZADA e
ARTINANO, 2001). O estudo em seres humanos de Price e
colaboradores, mostra que o0 RNAmM dos receptores do tipo oya
predomina, principalmente, no coracdo, cerebelo, cortex cerebral e
prostata. JA para o subtipo ags, 0 predominio ocorre no bago e rins,
enquanto que o RNAm para o subtipo a;p € encontrado em altas
concentracdes na aorta (PRICE et al., 1994). O que temos de ressaltar é
gue ndo necessariamente a presenca de RNAm esta correlacionada com
a expressdo e funcao de proteinas.

1.4.2.2 Vias de transducao de sinal e seus efetores

Antigamente acreditava-se que a via de transducdo de sinal de
todos os receptores do tipo a; adrenérgicos estivesse acoplada
obrigatoriamente ao turnover do trifosfato de inositol (IP3) e do célcio
(Ca®"). Porém, ja se sabe que essa via (IP3/Ca?*) ndo é a Gnica via de
sinalizacdo desses receptores, pois estes sdo capazes de estimular
mdltiplas vias de sinalizacio (GARCIA-SAINZ et al., 1999). Na grande
maioria das células, a primeira resposta funcional da ativacdo de todos
os subtipos de receptores o; é 0 aumento dos niveis de Ca?* intracelular.
Mas a estimulagdo desses receptores resulta ainda na ativacdo de varias
enzimas efetoras, incluindo a fosfolipase C (PLC), fosfolipase A2 (PLA)
e fosfolipase D (PLD), bem como ativac&o de canais de Ca®* e bombas
de troca de Na'-H* e Na'-Ca®*. A estimulagdo desses receptores pode
ainda ativar ou inibir canais de K*. Adicionalmente, a ativacdo dos
receptores aj-adrenérgicos pode levar a transcricdo lenta ou mais rapida
de certos genes (GRAHAM et al., 1996). A Figura 2 abaixo exemplifica
de maneira resumida a principal via de sinalizagdo dos receptores a;-
adrenérgicos:
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Figura 2. Principal via de transducéo de sinal dos adrenoceptores a;. A via
classica do turnover do trifosfato de inositol estd representada: a ocupagéo do
receptor por um agonista (noradrenalina — NOR) promove ativacdo do mesmo,
favorecendo a troca da guanosina trifosfato (GTP) por guanosina difosfato
(GDP). Subsequentemente ha ativagdo da enzima fosfolipase Cp (PLCP) e
formacdo de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,), sendo este o principal
substrato para formacéo de diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP3). O
DAG promove ativacdo da proteina quinase C (PKC), a qual pode fosforilar e
inativar o receptor a-adrenérgico e os fatores de transcri¢do c-fos e c-jun (linhas
tracejadas). O IP3, por sua vez, atua nos receptores no reticulo sarcoplasmatico,
promovendo a liberagdo de célcio (Ca®*). Adaptado de Garcia-Séinz et al.,
1999.

A ativacdo ou inibicdo de determinada via de sinalizacdo é
dependente dos diferentes tipos de proteina G acoplada aos o;-
adrenoceptores (GRAHAM et al., 1996). A via do IPs/Ca”" pode ser
ativada por ambos os trés subtipos de receptores as-adrenérgicos.
Porém, evidéncias de que os subtipos tem diferente eficicia em ativar
essa via, sugere diferente atividade intrinseca de subtipo para subtipo.
De maneira geral, o que se observa € que o subtipo a4 € mais efetivo na
ativagcdo da via fosfato de inositol/célcio do que o subtipo ayg, € que O
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subtipo a;p € 0 menos efetivos dos trés (GARCIA-SAINZ et al., 1999).
Receptores do tipo ayg podem mediar a via do IP; tanto pelas proteinas
G do tipo Gg, G11, G14 quanto do tipo Gs6, enquanto que os receptores do
tipo a1p acoplam apenas via G4 ou G11 (GRAHAM et al., 1996).

1.4.2.3 Regulacio de receptores a-adrenérgicos

A modulacdo das fungdes dos GPCRs é um processo importante e
necessario para a homeostase celular como um todo. Entre tantos
mecanismos de regulacdo, aparece o processo de fosforilagdo. Tal como
nos receptores P, adrenérgicos, a fosforilagdo ocorre nos residuos de
serina, localizados no terceiro dominio transmembrana (ou seja, na
cauda C-terminal). E um dos eventos iniciais da modulagio o;-
adrenérgica e altera diretamente a conformacdo do receptor, de tal
maneira que seu acoplamento com a proteina G especifica fica
prejudicada (LEFKOWITZ, 1998). Diferentes processos celulares,
incluindo o acoplamento incorreto com as proteinas G, internaliza¢do de
receptor, reciclagem da membrana plasmatica, degradacéo e regulacéo
da expressdo génica do receptor sdo eventos chaves para adaptacdo das
células as mudancas que ocorrem (GARCIA-SAINZ et al., 1999). A
exposicdo prolongada de GPCRs a agonistas, geralmente conduz a uma
série complexa de eventos, a fim de atenuar ou mesmo cessar a
transdugdo de sinal e proteger a célula da estimulacdo excessiva. Assim,
ocorre um processo de dessensibilizacdo, ou seja, hiporeatividade aos
agonistas do receptor (BENKE et al., 2012).

Ha dois tipos principais de dessensibilizagio dos ag-
adrenoreceptores: homologa e heterdloga. No tipo homéloga, a
dessensibilizacdo esta relacionada a reducédo da capacidade de estimular
as células quando um agonista estd presente (hiporeatividade
relacionada a agonista) (GARCIA-SAINZ et al., 1999). Por outro lado,
a dessensibilizagdo do tipo heterdloga ou “ndo-agonista especifica”, é
assim denominada porque qualquer estimulo que promova aumento dos
niveis de AMPc (ou DAG no caso da PKC) tem a capacidade de causar
fosforilacdo e dessensibilizacdo de qualquer GPCR que contenha sitios
especificos para a PKA e PKC. Trés familias de moléculas reguladoras
participam do processo de dessensibilizacdo dos receptores hepta-
helicoidais: i) segundo mensageiros regulados por quinases (tal como as
proteinas PKA e PKC); ii) proteinas quinases dos GPCRs (as chamadas
GRKSs, como por exemplo a rodopsina quinase); iii) arrestinas (tal como
a p-arrestina) (LEFKOWITZ et al., 1998). Certamente, esta
classificacdo é no sentido de facilitar o entendimento, uma vez que 0s
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dois processos de dessensibilizacdo podem ocorrer simultaneamente e,
adicionalmente, implicacfes em relacdo ao mecanismo sdo importante
objeto de estudo. Assim, na dessensibilizacdo do tipo homdloga os
receptores para horménios e neurotransmissores parecem ser 0s alvos
moleculares do processo, enquanto que na dessensibilizagdo do tipo
heter6loga, tanto receptores quanto outras vias de sinaliza¢do podem ser
afetadas (GARCIA-SAINZ et al., 2000).

Normalmente a dessensibilizacdo homoéloga envolve a fosforilagdo
do receptor pelas GRKs. As quinases de receptores acoplados a proteina
G sdo uma familia de proteinas quinases com pelo menos seis residuos
de serina/treonina, as quais fosforilam o receptor apenas no sitio de
ligacdo com o agonista. A familia dessas proteinas é composta por seis
membros (GRKs 1-6), sendo as mais investigadas a rodopsina quinase
(GRK-1) e a PBARKI (GRK-2) (LEFKOWITZ et al., 1998).
Esquematicamente, quando o agonista ocupa o receptor ha ativacdo da
proteina G heterotrimérica, com posterior liberagdo do complexo Py e
ativagdo do segundo mensageiro efetor. Em seguida, o IP; (segundo
mensageiro) se liga ao residuo carboxiterminal da proteina GRK
soluvel, particularmente na GRK-2, ativando-a. Uma vez ativada, a
GRK promove fosforilagdo do receptor, o qual passa a ter maior
afinidade por moléculas de arrestinas. A ligacdo arrestina-GPCR
promove entdo um impedimento estérico do receptor, ou seja, 0 mesmo
perde a capacidade de interagdo com outras moléculas, estabilizando o
estado desacoplado do receptor. Adicionalmente, as [-arrestinas se
ligam com alta afinidade as moléculas de clatrinas. Esse processo da
inicio a internalizacdo em vesiculas dos receptores previamente
fosforilados. A formacgdo das clatrinas, bem como o processo de
formacdo das vesiculas, depende da GTPase dinamina. Portanto, o
“sequestro” e internalizag@o de certos GPCRs ¢ dependente da dinamina
(GARCIA-SAINZ et al., 2000).

1.4.2.4 Receptores a-adrenérgicos na contragcdo do musculo liso
vascular

Possivelmente, as artérias possuem 0s trés tipos de receptores oy
adrenérgicos, ja que expressam RNAm para oga, O € Oip-
adrenoreceptores. Porém, a maioria dos estudos de binding e estudos
funcionais indicam o predominio de um ou dois dos subtipos existentes
(PIASCIK et al., 1995), e a correlacdo entre essas diferentes abordagens
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nem sempre é direta. Essas discrepancias tem complicado muito a
definicdo precisa dos papéis de cada subtipo nas principais funcdes do
musculo liso vascular: contracdo e controle da pressdo sanguinea
(GARCIA-SAINZ et al., 1999).

A partir de estudos funcionais, se observou que os receptores
adrenérgicos do tipo a4 medeiam, pelo menos em parte, a contragéo das
artérias caudal, renal e mesentérica de ratos. Esses resultados estdo
correlacionados com altas quantidades de RNAm de o4 nesses vasos,
sugerindo entdo que este subtipo de receptor estd adicionalmente
envolvido na contrag¢do. O papel do subtipo ayg Na contragdo vascular é
menos claro, e estudos mais antigos sugeriam que seria 0 responsavel
pela contracdo na aorta de ratos. Porém, estudos recentes utilizando
anticorpos contra receptores ayg, oligonucleotideos antisense ou
antagonistas seletivos para os oy adrenoceptores, indicaram que esse
subtipo ndo participa na contracdo de musculo liso vascular, exceto em
artérias mesentéricas de resisténcia. O subtipo o;p € funcionalmente
expresso nas artérias aorta, iliaca, carétida, mesentérica, femoral e renal.
O predominio desse subtipo na contracdo de artérias isoladas de ratos
sugere uma maior importadncia do mesmo na regulacdo do tbnus
vascular periférico in vivo (GARCIA-SAINZ et al., 1999). Os estudos
de Zhou e Vargas em 1996 e de Castillo e colaboradores em 1998
confirmam que a resisténcia vascular é quase que totalmente controlada
pelos receptores do tipo ayp. Utilizando ratos normotensos, esses autores
demonstraram que a estimulagdo ag.adrenérgica ou a estimulagdo
neurogénica promoviam respostas de aumento de pressdo. Porém, essa
resposta pressorica era competitivamente bloqueada por antagonistas
ayp Seletivos, indicando entdo a expressdo funcional destes receptores
no leito vascular responsdvel pela manutengdo da pressdo arterial
(ZHOU e VARGAS, 1996; CASTILLO et al.,, 1998). Além desses
trabalhos, o estudo de Ibarra e Villalobos-Molina em 1996, com ratos
Wistar normotensos e ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
também atribui a manutengdo da pressdo arterial aos receptores aip
encontrados na carétida, aorta, artéria mesentérica e caudal, através de
experimentos com agonistas e antagonistas seletivos para receptores op
em anéis de artérias isolados (VILLALOBOS-MOLINA e IBARRA,
1996). Corroborando esses estudos mais antigos, um trabalho mais
recente, de Tanoue e colaboradores, mostra que camundongos knockout
para o receptor ojp-adrenérgico exibem reducdo da pressdo arterial
média e deficiéncia na resposta vasoconstritora a noradrenalina,
sugerindo portanto importante papel desses receptores na manutengao da
pressdo arterial (TANOUE et al., 2002).
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1.5 Sistema Nervoso Auténomo e o choque séptico/sepse

O sistema nervoso autdbnomo (SNA) constitui-se como parte do
sistema nervoso periférico, o qual compreende trés divisGes anatdmicas
principais: parassimpética, simpatica e o sistema nervoso entérico,
sendo este Ultimo constituido de plexos nervosos intrinsecos do trato
gastrintestinal, que sdo intimamente interconectados com o0s sistemas
simpético e parassimpatico. O SNA mantem a homeostase no corpo
todo, através do controle de fungdes vitais, tais como frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratoria, digestdo, transpiracdo e temperatura
(EDIS e SHEPHERD, 1970). Em meados do século XIX, o sistema
nervoso periférico, e particularmente o sistema nervoso autébnomo,
recebeu bastante atencdo dos cientistas da época. A observacdo de que a
estimulacdo elétrica dos nervos era capaz de produzir uma grande
variedade de efeitos fisiologicos — desde palidez cutanea até parada
cardiaca — representou um verdadeiro desafio para a compreensao, em
especial quanto ao modo pelo qual o sinal passava do nervo para o
tecido efetuador (RANG e DALE, 2007).

Tradicionalmente, os sistemas simpatico e parassimpatico sdo ramos
do SNA gue atuam como antagonistas neuronais endégenos. O sistema
nervoso autdnomo conduz todas as informacdes provenientes do sistema
nervoso central para o restante do corpo, exceto para a inervacdo motora
dos musculos esqueléticos. Os sistemas simpatico e parassimpatico ndo
sdo capazes de “trabalhar” sem o controle do sistema nervoso central, ou
seja, estdo fora da influéncia do controle voluntario. A via eferente
autdbnoma é formada por dois neur6nios dispostos em série, conhecidos
respectivamente, como neurbnio pré-ganglionar e pés-ganglionar. No
sistema nervoso simpatico as sinapses estdo situadas em ganglios
autébnomos, que se localizam fora do sistema nervoso central e contem
as terminagdes nervosas das fibras pré-ganglionares e 0s corpos
celulares dos neurdnios pés-ganglionares. Na via parassimpatica, as
células pds-ganglionares sdo encontradas principalmente nos 6rgaos-
alvo, e ganglios parassimpaticos isolados sdo encontrados somente na
cabeca e pescoco (EDIS e SHEPHERD, 1970; HASSER e
SCHADT,1990).
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Os neurotransmissores principais que operam no SNA séo a
acetilcolina e a noradrenalina. De maneira geral, todas as fibras nervosas
motoras que deixam o sistema nervoso central liberam acetilcolina, a
qual age nos receptores nicotinicos (porém, uma pequena parte da
excitacdo é resultante da ativacdo de receptores muscarinicos), todas as
fibras parassimpaticas pds-ganglionares liberam acetilcolina, a qual tem
acdo nos receptores do tipo muscarinico, e todas as fibras simpaticas
po6s-ganglionares — com excecdo da inervagdo das glandulas sudoriparas
— liberam noradrenalina, a qual atua em receptores adrenérgicos. A
noradrenalina é liberada principalmente a partir dos neurbnios pos-
ganglionares e, em menor quantidade, da medula da glandula adrenal. A
adrenalina, por sua vez, é secretada apenas pelas células cromafins da
medula da adrenal. Além das a¢fes no sistema cardiovascular, essas
aminas bioldgicas desempenham suas a¢Bes também no metabolismo
energético e na funcdo enddcrina, entre outras (EDIS e SHEPHERD,
1970; HASSER e SCHADT, 1990).

Recentes avancos na area da neuroimunologia demonstram que o
sistema nervoso € o sistema imunoldgico “conversam” durante um
quadro inflamatério, envolvendo principalmente a via hipotalamo-
hipofise-adrenal e o sistema nervoso autdbnomo (ELENKOV et al.,
2000; STERNBERG, 2006). As células do sistema imune, durante uma
inflamac&o podem, por exemplo, sintetizar e liberar neurotransmissores
e ainda expressar receptores para estes mediadores. Assim ocorre um
fluxo de “informacdo” bioquimica a partir destes neuromediadores, que
permite que o organismo se adapte rapidamente a mudancas ambientais
internas e externas (TRACEY, 2002; FLIERL et al., 2007).

Os receptores colinérgicos expressos em fagécitos possuem um
papel regulatério de grande importancia durante a inflamag&o.
Especificamente, sdo os receptores nicotinicos para acetilcolina do tipo
o7 (do inglés, az-nicotinic acetylcholine receptors (a;nAChRs)), quando
ativados diretamente por agonistas ou indiretamente pela ativagdo do
nervo vago, que diminuem a sintese de citocinas por macrofagos e
atenuam a resposta inflamatéria. Em outras palavras, a inflamacéo esta
também sob controle neuronal, através do sistema nervoso autbnomo
parassimpéatico, o qual pode modular de maneira reflexa a resposta
inflamatdria pela inibicdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias
(WANG et al., 2003; WANG et al., 2004b). O estudo de Huston e
colaboradores (2006) mostrou que o ramo do nervo vago que inerva o
baco é crucial para a supressao na producdo de citocinas na sepse.



47

O baco é uma importante fonte de producdo de TNF-a durante a
sepse e a cirurgia de esplenectomia diminui significativamente os niveis
hepéticos e sistémicos de TNF-o em camundongos sépticos (HUSTON
et al., 2006). Além disso, durante a sepse experimental, a ativacao da via
colinérgica anti-inflamatdria inibe a producéo de outros mediadores pro-
inflamatorios, tal como HMGB1, e aumenta de forma significativa a
sobrevida dos animais, mesmo quando o tratamento com agonistas
colinérgicos é iniciado 24 horas ap6s o procedimento de inducdo de
sepse (WANG et al., 2004a; HUSTON et al., 2007).

Annane e colaboradores mostraram que durante o choque séptico ha
ativacdo inapropriada do sistema simpatico, levando ao aumento das
catecolaminas circulantes e prejuizo na modulacéo simpatica no coragéo
e vasos. Essa disfungdo de modulagdo simpética no choque séptico é
caracterizada, entre outros fatores, pela redugdo da variabilidade de
frequéncia cardiaca (ANNANE et al., 1999). A variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) tem emergido como uma medida simples e
ndo-invasiva dos impulsos autondmicos, representando um dos mais
promissores marcadores quantitativos do balango autondmico. Trata-se
de uma medida que pode ser utilizada para avaliar a modulagdo do SNA
sob condicbes fisioldgicas e também em condi¢des patolégicas. Uma
alta variabilidade na frequéncia cardiaca é sinal de boa adaptacéo,
caracterizando um individuo saudavel, com mecanismos autonémicos
eficientes, enquanto que, baixa variabilidade é frequentemente um
indicador de adaptacdo anormal e insuficiente do SNA, implicando a
presenca de mau funcionamento fisiologico no individuo (VANDERLEI
et al., 2009).

Enquanto o nivel plasmatico normal de adrenalina é na ordem de
picogramas por mL, durante a sepse e parada cardiaca 0s niveis podem
se elevar cerca de mil vezes (SCHMIDT et al., 2005; DUNSER e
HASIBEDER, 2009). Essa elevada concentracdo de catecolaminas
circulantes caracteriza a fase inicial da sepse, que impulsiona a resposta
inflamatdria inicial. Mais tarde, quando ja se tem instalado um quadro
de choque séptico, a producdo e liberacdo de catecolaminas pode se
tornar baixa ou insuficiente, 0 que leva agora a um quadro de
desequilibrio na manutencdo do sistema cardiovascular (RITTIRSCH et
al., 2008). O trabalho de Flierl e colegas (2008) mostra que essa
deplecdo tardia de catecolaminas pode ser causada por apoptose das
células da medula da glandula adrenal (FLIERL et al., 2008). Além
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disso, ja se sabe de longa data que niveis aumentados e persistentes de
catecolaminas foram observados em pacientes sépticos ndo
sobreviventes, quando comparados aos sobreviventes, evidenciando que
0 aumento de noradrenalina e adrenalina na circulagdo esta diretamente
relacionado com o aumento na mortalidade dos pacientes
(WORTSMAN et al., 1984; JONES e ROMANO, 1989; BENEDICT e
ROSE, 1992; BOLDT et al., 1995).

Antigamente acreditava-se que somente neurdnios simpéaticos eram
capazes de sintetizar catecolaminas, mas hoje ja se demonstrou que 0s
leucocitos também sdo fontes abundantes de catecolaminas. Os
leucdcitos também expressam receptores adrenérgicos, o que indica que
as catecolaminas produzidas por ele podem exercer agdes autdcrinas
e/ou parécrinas nas células do sistema imunoldgico. A ativacdo desses
receptores adrenérgicos nos leucécitos desencadeia ativacdo de uma
cascata de citocinas da resposta inflamatoria, através de mecanismos
dependentes da ativacdo de NF- Kb (BERGQUIST et al., 1994; FLIERL
et al., 2007).

Durante a sepse, as catecolaminas promovem ainda efeitos
imunomoduladores através dos receptores a- ¢ B-adrenérgicos que séo
expressos nas células do sistema imunoldgico. A estimulacdo desses
receptores altera o trafego de linfocitos, perfusdo vascular e proliferacdo
e apoptose celular, afetando dessa maneira a resposta funcional dos
leucocitos (SPENGLER et al., 1990; KRADIN et al., 2001;
BERGMANN e SAUTNER, 2002; OBERBECK et al.,, 2004). As
catecolaminas podem contribuir também para os efeitos deletérios da
sepse através de estimulacdo direta do crescimento bacteriano no
sistema gastrointestinal, o que pode estimular a bacteremia pela
translocagéo das bactérias entéricas para 0s vasos sanguineos e linfaticos
(LYTE e ERNST, 1992; LYTE et al., 1996; FREESTONE et al., 2002;
FREESTONE et al., 2003; FREESTONE et al., 2007).

Além dos efeitos nos vasos, a ativacdo do SNA durante a sepse
também tem impacto no coracdo. Disfuncdo diastélica frequentemente
ocorre em pacientes com choque séptico, e 0s pacientes que morrem,
geralmente exibem uma disfungdo diastélica ventricular esquerda mais
severa do que os pacientes que sobrevivem (JAFRI et al., 1990; MUNT
et al., 1998). A administracdo prévia de clonidina ou dexmedetomidina
(drogas simpatoliticas de acgdo central) aumentam a sobrevida em
modelo de sepse experimental (HOFER et al., 2009). Além do sistema
cardiovascular, a ativacdo do SNA também causa distarbios na fisiolo-
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gia do corpo como um todo. Por exemplo, o aumento na liberacdo de
noradrenalina durante a sepse agrava a disfungdo hepatocelular pela
produgdo exacerbada de citocinas através da ativag@o de receptores dpa-
adrenérgicos, o que leva a ativacdo da via da MAP quinase p38 nas
células de Kupffer (YANG et al., 2001).

A hiperativacdo simpética e, portanto, liberacdo exacerbada de
catecolaminas e outras substancias relacionadas ao estresse pode,
também, ativar a sinalizacdo em linfdcitos T helper 2 (Th2), levando a
maior susceptibilidade do organismo em combater a infec¢do ou mudar
0 curso da infeccdo, uma vez que a defesa do hospedeiro se da
primariamente através dos mecanismos celulares através linf6citos T
helper 1 (Th1). Além dessa potencializacdo de células Th2 e supressdo
de células Thl, a sepse também é marcada por prejuizo da proliferacdo
linfocitaria e aumento da expressdo nas células do sistema imune de
antigenos de superficie do tipo MHC (complexo de
histocompatibilidade maior) de classe 2 e supressdo da fungdo dos
neutréfilos — tal como quimiotaxia, fagocitose e produgdo de espécies
reativas de oxigénio (para revisdo ver ELENKOQOV et al., 2000).

No sistema de coagulacdo, a adrenalina age de forma dose-
dependente ativando o fator VIII, o antigeno de von Willebrand — cuja
funcdo principal é ligar-se ao colageno presente no subendotélio e nas
plaquetas, promovendo a formacdo do tampéo plaquetario no local da
lesdo endotelial —, o fator tecidual de plasminogénio e as plaquetas.
Assim, o aumento das catecolaminas também contribui para formacéao
de trombose, preferencialmente quando a funcdo endotelial esta
comprometida, tal como em pacientes com aterosclerose e sepse severa
(DE BACKER et al., 2002). Os efeitos adversos dos niveis exacerbados
de catecolaminas podem ainda ser vistos nos pulmdes, na forma de
edema pulmonar e aumento da pressdao arterial pulmonar, com
subsequente faléncia/disfuncdo cardiaca direta. Dessa forma, parece que
0 choque séptico e a lesdo pulmonar aguda estdo interligados por meca-
nismos fisiopatoldgicos, e ndo apenas através da inflamagdo sozinha
(HUDSON et al., 1995).

Os niveis elevados de adrenalina em pacientes com choque séptico
estdo, ainda, diretamente relacionados com aumento de lactato e
diminuicdo de pH arterial (DAY et al., 1996). Entretanto, esse aumento
¢ transitério, voltando aos niveis basais apds o decorrer do quadro
inflamatdrio (LEVY et al., 1997). O aumento do lactato na sepse ndo
estd relacionado com diminui¢do no nivel de ATP tecidual, sugerindo
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entdo que o mecanismo pelo qual a adrenalina induz hiperlactatemia esta
diretamente relacionado com efeitos no metabolismo de carboidratos, e
ndo com hipoxia celular (LEVY et al.,, 2003). A Figura 3 abaixo
demonstra, resumidamente, as vias ativadas pelo sistema nervoso
autdbnomo durante a sepse.

a) Via adrenérgica pro- b) Via colinérgica anti-
inflamatdria inflamatdria

Liberacdo de catecolaminas da

% 3% Estimulacdo do nervo vago
medula da glandula adrenal, neurénios ¢ 8
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Figura 3. Efeitos das vias do Sistema Nervoso Autdnomo na inflamagéo
durante a sepse. O balanco entre os dois ramos do sistema nervoso autbnomo
(SNA) pode direcionar a resposta inflamatéria para um desfecho pré- ou anti-
inflamatério. Enquanto a ativagéo da via colinérgica tem efeito anti-inflamatério
(atenua a inflamacdo), a estimulacdo da via adrenérgica leva a amplificacdo da
resposta inflamatéria. a) Elevadas concentragdes de catecolaminas amplificam a
resposta inflamatoria inicial, particularmente na fase inicial da sepse. As
catecolaminas exercem seus efeitos imunomodulatérios através dos receptores
a- ¢ B-adrenérgicos expressos em diferentes tipos celulares. b) Por outro lado, a
ativacdo da via colinérgica durante a sepse tem papel anti-inflamatorio,
atenuando a inflamacdo. Estes efeitos sdo mediados pela acdo da acetilcolina
nos receptores nicotinicos do tipo a; (0a;NAChR). A acetilcolina liberada pela
estimulacdo do nervo vago, atua inibindo principalmente a sintese de
mediadores pré-inflamatérios como 0 TNF-a. e HMGB-1.
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Portanto, a regulacdo fisioldgica dos sistemas simpatico-imune
parece ser um tanto quanto complexa e exercida em diferentes niveis. O
sistema nervoso simpatico é afetado por diferentes vias de
neurotransmissao, estresse, ritmos circadianos e das respostas do
sistema imunoldgico. Diferentes citocinas regulam a liberacdo e
plasticidade dos neurotransmissores.

1.6 A neurotransmissdo ganglionar e seu bloqueio

O receptor nicotinico para a acetilcolina (ACh) p6s-sinaptico
medeia a neurotransmissdo na juncdo neuromuscular e nos ganglios
autbnomos periféricos. Distintos subtipos de receptores nicotinicos
existem no génglio e podem ser bloqueados por muitos agentes
farmacoldgicos. Drogas blogueadoras ganglionares podem ser
classificadas em dois grupos: as de acdo despolarizante e aquelas que
prejudicam a transmissdo competindo com a ACh pelos receptores
nicotinicos ou apenas bloqueando o canal (também chamadas de nédo
despolarizantes) (GOODMAN e GILMAN, 2006).

A neurotransmissdo no ganglio autbnomo é mais complexa do que
antigamente se imaginava, a qual era explicada por um sistema Unico de
neutransmissor-receptor. Registros de potenciais de agdo intracelular
revelam ao menos quatro diferentes potenciais suscitados por
estimulacdo do nervo pré-ganglionar (WEIGHT et al.,, 1979).
Resumidamente, o evento primario na neurotransmissao ganglionar
envolve a répida despolarizagdo pds-sinaptica, a partir da ligagdo da
acetilcolina com seu receptor nicotinico. Essa ativacdo primaria da
origem entdo ao potencial excitatorio pds-sinaptico inicial, do inglés
EPSP — excitatory postsynaptic potential. Esta rapida despolarizacéo é
devida, principalmente, ao influxo de sédio (Na*) e talvez da corrente de
célcio (Ca*) através dos canais nicotinicos. Apés esse evento inicial,
ocorrem sucessivas despolarizagoes e repolarizages do ganglio até que,
em Ultima instancia, seja liberado um neurotransmissor especifico
(GOODMAN e GILMAN, 2006).

Mantegazza, Tyler e Zaimes, em 1958, iniciaram os estudos de
drogas com possivel acdo blogueadora ganglionar. O hexametonio e
pentolinio surgiram como as principais drogas nesse grupo, sendo
ambos compostos de ambnio quaternario que possuem a capacidade de
bloguear a transmissdo nos ganglios autbnomos por competicdo com a
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acetilcolina, ou seja, de maneira ndo-despolarizante (MANTEGAZZA et
al., 1958).

O hexametOnio possui em sua estrutura seis grupos metilenos entre
dois &tomos de nitrogénio quaternario, tendo minima atividade
blogueadora neuromuscular e muscarinica (GOODMAN e GILMAN,
2006). O pentolinio, por sua vez, foi desenvolvido com algumas
vantagens em relacdo ao hexamet6nio: i) é um bloqueador ganglionar
mais potente; ii) possui maior tempo de acao e iii) € levemente melhor
absorvido por via oral (BOWMAN e RAND, 1980).

O hexametdnio foi rapidamente introduzido na clinica médica como
a primeira droga eficaz no tratamento da hipertensdo (KATZUNG,
2006). Tanto o pentolinio quanto o hexametdnio produzem efeitos bem
descritos em diferentes 6rgdos de individuos saudaveis: em arteriolas
produzem vasodilataco seguida de aumento no fluxo sanguineo; nas
veias promovem dilatagdo e consequente diminuicdo do retorno venoso
e débito cardiaco; no coracdo produzem taquicardia e no trato
gastrointestinal reduzem o tonus e a motilidade (GOODMAN e
GILMAN, 2006).

Os estudos iniciais com esses farmacos sugeriam que o bloqueio
autbnomo era total, isto é, tanto o sistema nervoso simpatico quanto
parassimpético eram bloqueados na mesma propor¢do (BARTORELLI
et al,, 1954; BROWN et al., 1956; MANTEGAZZA et al., 1958).
Entretanto, estudos mais atuais referem-se ao pentolinio como sendo um
bloqueador ganglionar preferencialmente simpatico (BROWN et al.,
1981; MURPHY et al., 1983; CORDER et al., 1988), utilizando-o
principalmente como ferramenta farmacoldgica em estudos em que o
componente autonémico simpatico deve ser abolido (DAVERN et al.,
2009; MORETTI et al., 2009; RODRIGUEZ-GOMEZ et al., 2010;
CHAN et al., 2012).

1.7 Hipotese de trabalho

Apesar de ser bem descrito na literatura que o aumento de
catecolaminas durante um quadro de choque séptico e sepse €
extremamente deletério para o individuo (MUNT et al., 1998;
RITTIRSCH et al., 2008), sdo raros 0s estudos que interferem com o
sistema autdbnomo simpéatico e descrevem os efeitos desse bloqueio
durante o choque séptico, especialmente em relagdo aos receptores o-
adrenérgicos. Sendo assim, nos perguntamos se a ativacdo exacerbada
do sistema nervoso simpético durante a sepse e choque séptico, e
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consequentemente, a maior liberacdo de catecolaminas, estd associada
também a mortalidade e hiporeatividade a agentes vasoconstritores, a
fim de melhor compreendermos e, se possivel, detalharmos vias
adicionais na disfuncdo cardiovascular dessa patologia. A Figura 4
abaixo sumariza a investigacdo principal do nosso trabalho.

Choque séptico

L

T CATECOLAMINAS
. e

Pacientes Cascata de citocinas Disfungao de Resposta funcional
nao sobreviventes pro-inflamatérias orgaos de linfocitos alterada

Mortalidade e hiporeatividade a agentes vasoconstritores?

Figura 4. Hipdtese de trabalho. O choque séptico € um importante estimulo
para ativagdo do Sistema Nervoso Autdnomo e liberagdo de catecolaminas. As
catecolaminas, por sua vez, sdo encontradas em pacientes sépticos ndo
sobreviventes em comparagdo aos sobreviventes, bem como ativam cascata de
citocinas pro-inflamatorias, promovem disfuncdo de 6rgdos e ainda alteram as
respostas imunes mediadas por linfécitos. Sendo assim, investigamos a
participacdo das catecolaminas na mortalidade e na hiporeatividade a agentes
vasoconstritores em ratos submetidos ao procedimento de choque séptico
experimental.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral do nosso trabalho foi verificar se o tbnus simpatico
exacerbado durante o choque séptico esta envolvido nas alteracdes
hemodinamicas e no processo inflamatério que ocorrem nessa sindrome
de resposta inflamatdria sistémica, utilizando para isso o modelo de
ligadura e perfuracdo do ceco em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a influéncia do bloqueio precoce da transmissdo ganglionar
autbnoma, com o uso de hexametdnio, sobre a pressdo arterial média e
hiporeatividade a agonistas vasoconstritores em animais submetidos ao
modelo de choque séptico experimental;

- Avaliar a influéncia do bloqueio precoce da transmissdo ganglionar
simpatica, com o uso de pentolinio, sobre a pressdo arterial média e
hiporeatividade a vasoconstritores em animais submetidos ao modelo de
choque séptico experimental;

- Avaliar a influéncia do bloqueio precoce - com o uso de hexametdnio e
pentolinio - e tardio da transmissdo ganglionar - com o uso de pentolinio
na sobrevida dos animais submetidos ao modelo de choque séptico
experimental;

- Avaliar a influéncia do bloqueio precoce da transmissdo ganglionar,
com o uso de hexametdnio e pentolinio, sobre a resposta inflamatoria,
parametros bioquimicos e hemograma dos animais submetidos ao
modelo de choque séptico experimental;

- Avaliar a influéncia do bloqueio precoce da transmissdo ganglionar,
com o uso de hexamet6nio e pentolinio, na expressdo dos receptores
azp-adrenérgicos em aorta toracica de ratos submetidos ao modelo de
choque séptico experimental.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Todos os cuidados com 0s animais e procedimentos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) sob o protocolo
PP00790. Foram utilizados ratos Wistar fémeas de 3 meses, pesando
entre 200-250 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
UFSC e mantidos em local com temperatura e iluminacdo controladas
(23 + 2°C; ciclo claro/escuro 12/12 h), com livre acesso a ragéo e agua.

3.2 Procedimentos experimentais

3.2.1 Modelo de sepse por ligadura e perfuragéo do ceco (CLP)

A sepse foi induzida pelo procedimento de CLP (do inglés, Cecal
Ligation and Puncture) como descrito anteriormente (RITTIRSCH et
al., 2009). Resumidamente, os animais foram anestesiados com a
mistura anestésica de ketamina/xilazina (90/15 mg/kg, i.p.). Em seguida,
sob condi¢des assépticas, foram submetidos a uma laparotomia com
incisdo de aproximadamente 2 cm e subsequente exposicdo e ligadura
n&do-obstrutiva do ceco, abaixo da valvula ileo-cecal. O ceco dos animais
foi perfurado de maneira transfixante com agulha 14 G, seguido de
compressao para assegurar o extravasamento do contelido cecal. Apos a
perfuracdo, o ceco foi recolocado na cavidade abdominal, seguindo-se a
sutura da musculatura e da pele do local. Ap6s a sutura, 0s animais
receberam 30 mL/kg de salina estéril (PBS; em mM, 137 NaCl, 2,7 KClI,
1,5 KH,PO, e 8,1 NaHPO,; pH 7.4) para reposicdo fluidica, e foram
mantidos em ambiente aquecido até a recuperacdo da anestesia (1 a 2 h).
Os animais controle (Naive) ndo passaram por procedimento cirdrgico.

3.2.2 Avaliacéo da pressao arterial

Os animais foram anestesiados com a mistura de ketamina e
xilazina (90/15 mg/kg), administradas pela via intramuscular, e
posicionados em decutbito dorsal sobre uma mesa cirdrgica aquecida a
37°C. Em todos os experimentos, a veia femoral esquerda foi dissecada
para a insercdo de uma agulha acoplada a uma canula de polietileno (PE
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50) e a uma seringa. Esse acesso venoso foi a via de administragdo para
os farmacos utilizados, noradrenalina e fenilefrina. Para prevenir a
formagcéo de codgulos e obstrucdo das canulas, foi feita administragéo de
30 Ul de heparina sodica diluida em 100 uL de PBS, i.v. 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 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 compressao com
uma pin¢a curva. Um minusculo corte foi realizado na regido medial da
porcdo da artéria car6tida, cujo fluxo estava obstruido, servindo como
via de insercdo de um cateter de polietileno (Angiocath®, 22 G),
devidamente heparinizado. O cateter foi firmemente amarrado a artéria e
conectado ao transdutor de pressdo (Mikro-Tip®, Millar Instruments,
Inc., Huston, Texas, EUA) acoplado a um Powerlab 8/30
(ADlInstruments Pty Ltda, Castle Hill, Australia). Os valores de pressdo
arterial média (PAM) foram registrados em computador com sistema
operacional Windows XP™, (Microsoft Corporation, EUA) e analisados
através do software de integragdo Chart 5™,

A administracdo intravenosa de noradrenalina e fenilefrina foi
iniciada somente ap6s 20 minutos do término da manipulagéo cirdrgica,
a fim de aguardar um periodo de estabilizacdo da pressdo arterial média
(PAM), ja que o procedimento cirdrgico, bem como a manipulacdo do
nervo vago, podem gerar oscilagdes na PAM dos animais. Os agentes
vasoativos estudados foram administrados lentamente com seringa
Hamilton®, a fim de garantir a administracdo correta da dose.
Imediatamente apds, mais 150 uL de PBS foram injetados para
assegurar que nenhum residuo da droga em uso permanecesse no
interior da canula de polietileno. A injecdo lenta de até 200 uL de PBS,
por si so, ndo foi capaz de alterar a pressdo arterial média, o que nos
garantiu que os efeitos observados eram realmente decorrentes das a¢oes
das drogas administradas. No final dos experimentos, todos os animais
foram sacrificados através da administracdo de doses elevadas
(overdose) de anestésicos.

3.2.3 Determinacao dos parametros bioquimicos, niveis de citocinas,
do hemograma e coleta de tecido para imunofluorescéncia
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Os animais submetidos a cirurgia de CLP foram tratados com
hexamet6nio (HEX, 15 mg/kg, s.c), pentolinio (PENT, 5 mg/kg, s.c) ou
salina (PBS, 10 mL/kg, s.c), 1 h ap6s o procedimento cirirgico. Os
animais controles (naive) também receberam as mesmas doses de HEX,
PENT ou salina. Vinte e quatro horas apds o CLP, ou seja, 23 h apés o
tratamento com ambos os bloqueadores ganglionares, 0s animais foram
anestesiados e através de punc¢do cardiaca foi realizada a coleta de
sangue. Os animais controle foram anestesiados e preparados para
puncéo cardiaca 23 h apds o tratamento. A aorta toracica desses animais
também foi coletada e armazenada em freezer — 80° C para posterior
exame através da técnica de imunofluorescéncia. O sangue coletado foi
armazenado em diferentes microtubos (eppendorfs) contendo heparina,
sendo que para realizacdo do hemograma utilizou-se o sangue total. Para
a determinacéo dos parametros biogquimicos e de citocinas, procedeu-se
a centrifugacdo em centrifuga refrigerada (4° C) a 3000 rpm por 8
minutos. Apés, o plasma foi separado do sangue e colocado em dois
microtubos diferentes: um para as dosagens bioquimicas, que foi
armazenado em freezer -20° C, e outro para a dosagem de citocinas, que
foi armazenado em freezer - 80° C.

3.2.4 Dosagens bioquimicas

3.2.4.1 Determinagdo dos niveis de nitrato e nitrito (NOy) plasmaético

De acordo com a metodologia de Granger e colaboradores
(1990), a determinagdo da concentragdo plasmética de NO, nos animais
CLP 24 h e controle foi feita através da reducdo enzimatica do nitrato
pela enzima nitrato redutase, expressa em Escherichia coli cultivada em
meio anaerdbico. Apoés a coleta, as amostras de plasma foram diluidas
1:1 em &gua Milli-Q e desproteinizadas pela adi¢do de sulfato de zinco
20%. Para a conversdo do nitrato a nitrito, as amostras foram incubadas
a 37° C durante 2 horas, na presenca da enzima nitrato redutase. Apés o
periodo de incubacédo, as amostras foram centrifugadas, sendo 100 pL
do sobrenadante misturados com o mesmo volume de reagente de Griess
(1% de sulfanilamida em 10% de 4cido fosforico/0,1% de a-naftil-
etilenodiamina em agua Milli-Q) e transferidos para placas de 96 pocos.
Em seguida, foi feita a leitura em leitor de placas (Infinite M200, Tecan
Group Ltd, Suica) na faixa de 540 nm. Simultaneamente, foram feitas
curvas padrdo de nitrato e nitrito (0 a 150 uM). Nestas condicGes
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experimentais, a conversdo de nitrato para nitrito foi maior que 90% e,
portanto, ndo foi realizada nenhuma correcdo dos resultados. Os valores
plasmaticos foram calculados por meio de regressdo linear e expressos
como uM de NOx.

3.2.4.2 Dosagem de lactato plasmatico

O lactato plasmatico, marcador de hipoperfusdo tecidual, foi
determinado no plasma de animais CLP 24 h e controles, através de kit
comercial (Bioclin, Belo Horizonte, MG) pelo método UV enzimatico.
As dosagens foram realizadas em placas de leitura de 96 pocos e
registradas por absorbancia a 340 nm em um leitor de microplacas
(Infinite M200, Tecan Group Ltd, Suica). Os valores foram calculados
com base em um fator de calibracdo e expressos em mmol/L de lactato.

3.2.4.3 Dosagem de transaminase oxalacética e piravica

As dosagens das enzimas transaminase oxalacética (TGO) e
transaminase pirdavica (TGP) nos animais CLP 24 h e controles, foram
realizadas no plasma através de kit colorimétrico de acordo com as
instrucdes do fabricante (Bioclin, Belo Horizonte, MG). As dosagens
foram realizadas em placas de leitura de 96 pocos e registradas por
absorbancia a 490 nm em um leitor de microplacas (Infinite M200,
Tecan Group Ltd, Suica). Os valores foram calculados com base em um
fator de calibracéo e expressos em mg/dL.

3.2.4.4 Dosagem de ureia plasmética

Os niveis plasmaticos de ureia nos animais CLP 24 h e controles
foram determinados por teste enzimatico colorimétrico utilizando-se o
kit Bioclin (referéncia K047, Belo Horizonte, MG). O principio basico
da reacdo é a hidrolise da ureia a fons amonio (NH,” e diéxido de
carbono (CO,), por acdo da enzima urease. Em pH alcalino e na
presenca de salicilato e hipoclorito de sodio, a amonia origina um
composto esverdeado, cuja intensidade de cor é proporcional a
concentracdo de ureia na amostra analisada. Esse ensaio foi adaptado
para ser realizado em placas de 96 pocos — utilizando-se 1 uL de
amostra para um volume final de reacdo de 200 uL — ao invés da andlise
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em tubos de ensaio. A leitura da absorbancia foi feita a 630 nm em leitor
de placas (Infinite M200, Tecan Group Ltd, Suica). A partir dos valores
encontrados, o céalculo procedeu com base em um fator de calibracéo e a
concentracdo de ureia foi expressa em mg/dL.

3.2.4.5 Dosagem de creatinina plasmatica

Os niveis de creatinina plasmatica dos animais CLP 24 h e
controles foram determinados por teste colorimétrico, através do kit
Bioclin (referéncia K016-1, Belo Horizonte, MG). Em meio alcalino a
creatinina reage com o acido picrico, formando um complexo de cor
amarelo-avermelhada, o qual é medido em espectrofotdmetro
(absorbancia a 490 nm em leitor de placas Infinite M200, Tecan Group
Ltd, Suiga). A partir da adicdo de um reagente acido, h4 queda do pH da
solucdo e a cor referente a creatinina é desfeita, permanecendo apenas a
cor referente aos cromogenos, que também foi registrada por
absorbancia a 490 nm. Através da diferenca entre as leituras obtidas no
pH alcalino e no pH &cido, obtém-se o valor real da concentracdo de
creatinina nas amostras. Esse ensaio foi adaptado para ser realizado em
placa de 96 pocos — utilizando-se 20 uL de amostra para um volume
final de reacdo de 200 pL. Os valores foram calculados com base em um
fator de calibracéo e a concentragdo de creatinina expressa em mg/dL.

3.2.5 Dosagem de IL-1p e TNF-a plasmatica

Foram realizadas, de acordo com as recomendaces do
fabricante, as dosagens das citocinas pro-inflamatérias (TNF-o e IL-1pB)
das amostras de plasma de animais CLP 24 h e controles, através de kit
de ELISA (do inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; PeproTech
Inc, New Jersey, USA).

3.2.6 Hemograma

Foi realizado o hemograma dos animais CLP 24 h e controles em
amostra de sangue total. As contagens foram realizadas em contador
hematoldgico Horiba Abx Micros 60 (Shandong, China). Os parametros
avaliados foram: leucécitos totais (x 10%uL), linfécitos totais (x
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10%/uL), monécitos totais (x 10*/uL), granuldcitos totais (x 10°/uL),
plaquetas (x 10%/uL) e hematdcrito (expresso em porcentagem).

3.2.7 Imunofluorescéncia

Os animais CLP 24 h e controles foram anestesiados com
ketamina e xilazina (90 e 15 mg.kg™, respectivamente, i.p.) e
perfundidos com salina gelada (NaCl 0,9%). A aorta toracica foi
localizada, removida e congelada em Tissue-Tek (Sakura Finetek Inc.,
Torrance, CA, EUA). Com 0 auxilio de um criostato Leica CM 1850
(UV Biosystems, Leica, Wetzlar, Alemanha) foram obtidos cortes
transversais de 7 um em laminas previamente gelatinizadas. Os cortes
foram fixados com acetona 100% por 10 minutos em temperatura
ambiente e, logo ap6s, foram permeabilizados com PBS-Tween 0,5% e
blogueados durante 1 h com soro fetal bovino a 5%. Apos o bloqueio, as
laminas foram incubadas durante a noite com o anticorpo primario anti-
rabbit o;p-AR (ndmero de catdlogo 10721; 1:200, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) a temperatura ambiente. No
dia seguinte ap6s a incubacdo, as laminas foram lavadas trés vezes com
PBS-Tween 0,1% durante 5 minutos sob agitacdo e incubadas durante 1
h com o anticorpo secundario anti-IgG, o qual ja estava conjugado com
0 anticorpo anti-coelho Alexa Fluor 488 goat (1:1000; Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Cortes incubados sem o anticorpo
primario serviram como controle negativo. Ap6s o periodo de incubagdo
com 0 anticorpo secundario, as laminas foram novamente lavadas e
montadas com laminulas em meio de gel aquoso Gel Mount™ (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As laminas foram entdo armazenadas em
ambiente escuro e Umido, sendo mantidas a 4 °C até o momento da
leitura.

A microscopia de fluorescéncia foi realizada (Olympus BX41,
Olympus, Japdo) e as imagens foram capturadas usando o software
QCapture Pro 5.1 (QlImaging, Surrey, BC, Canada). Pelo menos dois
cortes da aorta (espacados aproximadamente 100 um) de cada animal
em cada grupo experimental (n = 3 por grupo) foram obtidos. A
imunomarcacdo foi avaliada em pelo menos 5 locais diferentes de cada
corte (ou seja, a0 menos 5 imagens por se¢do). Todas as imagens foram
obtidas pelo mesmo microscopio e com 0s mesmos parametros de
configuragdo do mesmo. A quantificacdo relativa de intensidade de
fluorescéncia foi realizada por andlise de densitometria Optica, com o
auxilio do programa ImageJ® (versdo 1,36 bi, NIH, Bethesda, MD,
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EUA), e os valores foram expressos como intensidade de fluorescéncia
relativa ao grupo controle.

3.3 Protocolos experimentais

3.3.1 Efeito do hexamet6nio e pentolinio na resposta cardiovascular
de animais submetidos ao CLP

Os animais que foram submetidos a cirurgia de CLP foram
tratados com hexametonio (HEX, 15 mg/kg, s.c), pentolinio (PENT, 5
mg/kg, s.c) ou salina (PBS, 10 mL/Kkg, s.c), 1 h ap6s o procedimento
cirdrgico. Os animais foram entdo anestesiados e preparados para 0
registro da pressdo arterial e administracéo de drogas, conforme descrito
no item 3.2.2, nos tempos de 6 h e 24 h apo6s a cirurgia, ou seja, 5 h e 23
h apds o tratamento. Os animais controle receberam as mesmas doses de
HEX, PENT ou salina, 5 h ou 23 h antes do registro da pressao arterial.
Para ambos os tratamentos foi avaliada a capacidade vasoconstritora dos
animais frente a injecdo de doses crescentes de fenilefrina (3, 10 e 30
nmol/kg) e noradrenalina (1, 3 e 10 nmol/kg).

3.3.2 Avaliagdo dos efeitos da administracdo de hexametbnio e
pentolinio na sobrevida de animais submetidos a cirurgia de
ligadura e perfuracéo do ceco

A dose escolhida de ambos agentes bloqueadores ganglionares foi
baseada em experimentos prévios. Apo6s a primeira hora decorrida da
cirurgia de indugdo de sepse, 0s animais receberam, de maneira
aleatoria, hexametdnio (15 mg/kg, s.c), pentolinio (5 mg/kg, s.c.) ou
salina (PBS, 10 mL/kg, s.c) e foram divididos em grupos (n=10 animais
por grupo). Um grupo adicional de animais recebeu, também de maneira
aleatoria, a mesma dose de pentolinio ou salina 8 h ap6s o procedimento
de CLP, e foram divididos em grupos (n=8 animais por grupo). Os
animais controles também receberam os mesmos tratamentos.

A taxa de sobrevivéncia dos animas em cada grupo foi determinada
apo6s a observacdo a cada 12 h durante 4 dias (96 h) consecutivos.
Durante esse periodo, os animais foram mantidos em local com
temperatura controlada (23 + 2°C) e ciclo claro/escuro (12/12 h) com
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livre acesso a racdo e agua. Ao término do periodo, os animais
sobreviventes foram sacrificados por overdose de anestésico.

3.4 Analise dos resultados e testes estatisticos empregados

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da
média. Para os testes estatisticos utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, de acordo com a natureza do dado. As
andlises foram seguidas pelo teste post-hoc de Bonferroni. Os resultados
do ensaio de imunofluorescéncia foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn, uma vez que 0s
dados ndo apresentaram distribuicdo homogénea. Valores de p < 0,05
foram considerados significativos. As curvas de sobrevivéncia foram
expressas como porcentagem de animais vivos, observados a cada 12 h
durante 4 dias. Para a andlise estatistica das curvas foi utilizado o teste
log-rank. As diferengas entre as curvas representativas de cada grupo
experimental foram consideradas significativamente diferentes para p <
0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote
estatistico GraphPad Prism (San Diego, CA, USA).

3.5 Compostos e reagentes utilizados

Os agentes anestésicos utilizados foram a ketamina (Dopalen™,
Vetbrands, Brasil) e xilazina (Anasedan™, Vetbrands, Brasil). Outras
substancias utilizadas foram o cloridrato de hexametonio, tartarato de
pentolinio, cloridrato de fenilefrina e bitartarato de noradrenalina, as
guais foram compradas da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). A heparina sddica foi comprada dos Laboratérios Cristalia
(Séo Paulo, SP, Brasil).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito do hexametdnio e pentolinio na pressdo arterial média
basal e na resposta vasoconstritora dos animais CLP

Os animais controle exibiram uma PAMb de 85 + 2,6 mmHg.
Seis horas ap0s a inducéo de choque séptico, os animais sem tratamento
estavam hipotensos, apresentando reducdo de cerca de 30% na pressao
arterial média basal (Figuras 5A e 5B, barras pretas). O tratamento com
hexamet6nio e pentolinio preveniu o desenvolvimento da hipotensdo
(Figuras 5A e 5B, barras hachuradas). Vinte e quatro horas ap6s o
procedimento de CLP, a PAMb dos animais sépticos sem tratamento
ainda estava abaixo dos valores dos animais controles (Figuras 6A e 6B,
barras pretas), e o tratamento com ambos os bloqueadores ganglionares
1 h ap6s a inducdo de sepse ndo preveniu o desenvolvimento da
hipotenséo (Figuras 6A e 6B, barras hachuradas).

Com relacdo a reatividade vascular, o choque séptico induzido
pelo modelo de CLP levou a hiporeatividade a agentes vasoconstritores
de forma substancial e duradoura, particularmente a noradrenalina. Foi
possivel observar, por exemplo, que seis e vinte e quatro horas ap6s a
cirurgia de CLP, a resposta vasoconstritora dos animais sépticos sem
tratamento para a maior dose (10 nmol/kg) de noradrenalina foi reduzida
em 60% e 45%, respectivamente (Figuras 5C e 5D; Figuras 6C e 6D,
barras pretas). Por outro lado, o tratamento com hexametdnio e
pentolinio 1 h apds o procedimento de CLP preveniu completamente a
hiporeatividade vascular precoce (6 h ap6s a indugdo de choque séptico)
e tardia (24 h ap6s a inducdo de choque séptico).

Distintamente da noradrenalina, a hiporeatividade vascular a
fenilefrina nos animais submetidos ao CLP foi mais evidente 24 h ap06s
a inducdo de sepse (Figuras 5E e 5F; Figuras 6E e 6F, barras pretas). Da
mesma maneira, o tratamento tanto com hexametdnio quanto com
pentolinio melhorou significativamente a reatividade dos animais
sépticos (Figuras 5E e 5F; Figuras 6E e 6F, barras hachuradas).
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Figura 5. Efeito do hexametdnio e pentolinio na pressao arterial média
e na reatividade vascular 6 h apds a cirurgia de CLP. Os animais foram
tratados com hexametdnio (HEX; 15 mg/kg, s.c), pentolinio (PENT; 5
mg/kg, s.c) ou salina (PBS; 10 mL/kg, s.c) 1 h apds o procedimento de
CLP. Os animais controles que receberam salina (veiculo), hexameténio ou
pentolinio foram agrupados em um s6 grupo, uma vez que ndo houve
diferenca entre suas respostas. Seis horas apds o procedimento de CLP, a
pressdo arterial média basal (Painéis A e B), a resposta a noradrenalina
(Painéis C e D) e a resposta a fenilefrina (Painéis E e F) foi avaliada. Os
resultados representam a média + erro padrdo da média de 5 — 7 animais.
As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Bonferroni (Painéis A e B) ou ANOVA de duas vias
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seguida pelo teste post hoc de Bonferroni (Painéis C, D, Ee F). * p < 0,05
comparado ao grupo controle; # p < 0,05 comparado ao grupo CLP 6 h +
PBS.
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Figura 6. Efeitos do hexametdnio e pentolinio na pressdo arterial média e
na reatividade vascular 24 h apds a cirurgia de CLP. Os animais foram
tratados com hexametdnio (HEX; 15 mg/kg, s.c), pentolinio (PENT; 5 mg/kg,
s.c) ou salina (PBS; 10 mL/kg, s.c) 1 h apés o procedimento de CLP. Os
animais controles que receberam salina (veiculo), hexamet6nio ou pentolinio
foram agrupados em um s6 grupo, uma vez que nao houve diferenga entre suas
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respostas. Vinte e quatro horas apds o procedimento de CLP, a pressao arterial
média basal (Painéis A e B), a resposta a noradrenalina (Painéis C e D) e a
resposta a fenilefrina (Painéis E e F) foi avaliada. Os resultados representam a
média + erro padrdo da média de 5 — 7 animais. As analises estatisticas foram
realizadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni
(Painéis A e B) ou ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni (Painéis C, D, E e F). * p < 0,05 comparado ao grupo controle; # p <
0,05 comparado ao grupo CLP 24 h + PBS.

4.2 Efeito do blogqueio ganglionar na sobrevida dos animais
submetidos ao CLP

O choque séptico induzido pelo procedimento de CLP levou &
alta mortalidade dos animais (Figura 7A). Vinte e quatro horas apds a
cirurgia, em torno de 80% dos animais sépticos sem tratamento
morreram. Por outro lado, uma Unica dose de pentolinio administrada 1
h ap6s a cirurgia de inducdo do choque séptico foi capaz de retardar
substancialmente a mortalidade dos animais sépticos e 20% dos animais
ainda permaneceram vivos 96 h ap6s o CLP (Figura 7A). O
hexametonio, por sua vez, ndo foi capaz de alterar a sobrevida dos
animais.

Quando o tratamento dos animais sépticos com o pentolinio foi
realizado 8 h apds a cirurgia de CLP, ndo houve protecdo significativa
na sobrevida dos animais (Figura 7B).
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Figura 7. Efeito dos bloqueadores ganglionares na sobrevida dos
animais sépticos. Os animais foram submetidos ao procedimento de
ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) e tratados via subcutanea com salina
(PBS) 10 mL/kg, HEX 15 mg/kg ou PENT 5 mg/kg 1 h apds a cirurgia de
inducdo do choque séptico (Painel A). Outro grupo de animais também foi
submetido ao procedimento de CLP e tratado com as mesmas doses de
salina ou PENT 8 h ap6s a indugdo do choque séptico (Painel B). Os
animais controles receberam as mesmas doses de salina, HEX ou PENT e,
uma vez que ndo houve diferenca entre esses grupos, seus valores foram
agrupados com o grupo controle. A analise estatistica foi realizada pelo
teste log-rank. * p < 0,05 comparado ao grupo controle; # p < 0,05
comparado ao grupo CLP sem tratamento. Os resultados foram expressos
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como porcentagem de sobrevivéncia, n=10 por grupo (Painel A) e n=8 por
grupo (Painel B).

4.3 Efeito dos blogueadores ganglionares em parametros
inflamatérios

Os niveis plasmaticos de TNF-a e IL-1p aumentaram
significativamente nos animais 24 h ap6s serem submetidos ao
procedimento de CLP, e nenhum dos bloqueadores ganglionares foi
efetivo na reducdo dos niveis plasmaticos de ambas citocinas pro-
inflamatdrias (Figura 8).
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Figura 8. Efeito dos bloqueadores ganglionares no nivel plasmatico de
citocinas proé-inflamatérias. Os animais sépticos receberam salina (PBS),
hexamet6nio (HEX; Painéis A e C; 15 mg/kg; s.c) ou pentolinio (PENT; Painéis
B e D; 5 mg/kg; s.c) 1 h apds a cirurgia de CLP. Os animais controles também
receberam as mesmas doses de PBS, HEX ou PENT. Vinte e quatro horas apds
a inducgo do choque séptico, amostras de sangue foram coletadas e utilizadas
para dosagem plasmética de TNF-o. (Painéis A e B) e IL-1p (Painéis C e D). Os
resultados representam a média * erro padrdo da média de 6 — 8 animais. As
andlises estatisticas foram realizadas por ANOVA de duas vias seguida pelo
teste post hoc de Bonferroni. * p < 0,05 comparado ao grupo Controle + PBS.
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4.4 Efeito dos bloqueadores ganglionares nos niveis plasmaticos de
nitrato e nitrito (NO,)

Os niveis plasméaticos de NO, aumentaram significativamente nos
animais sépticos (Figura 9). O tratamento precoce com pentolinio
(Figura 9B), mas ndo com hexametonio (Figura 9A), foi efetivo em
reduzir parcialmente os niveis de NO, no plasma dos animais em choque
séptico.

1509 A *
-I- * D PBS
'|' HEX
< 1001 N
: §
> \
o
Z 50 \
I §
N W N\
CONTROLE CLP 24 h
1501 B *
1 PBS
T
# E= PENT
< 100 *
3 T
x "
o [acnteln
2 sog e
= -
N B
CONTROLE CLP 24 h

Figura 9. Efeito dos bloqueadores ganglionares nos niveis plasmaticos de
NO,. Os animais sépticos foram tratados com salina (PBS; 10 mL/kg; s.c),
hexametdnio (HEX; Painel A; 15 mg/kg; s.c) ou pentolinio (PENT; Painel B; 5
mg/kg; s.c) 1 h apds o procedimento de CLP. Os animais controles também
receberam as mesmas doses de PBS, HEX ou PENT. Vinte e quatro horas ap6s
a cirurgia de indugéo do choque séptico, amostras de sangue foram coletadas e
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utilizadas para dosagem plasmatica de NO,. Os resultados representam a média
+ erro padrdo da média de 8 — 10 animais. As andlises estatisticas foram
realizadas por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.
*p < 0,05 comparado ao grupo Controle + PBS; # p < 0,05 comparado ao grupo
CLP 24 h + PBS.

4.5 Efeito dos blogueadores ganglionares na disfunc¢ao renal

A partir dos niveis plasmaticos de ureia e creatinina podemos
observar que o choque séptico induziu disfuncdo renal nos animais
submetidos ao CLP (Figura 10). O tratamento com ambos o0s
bloqueadores ganglionares foi capaz de reduzir apenas os niveis de ureia
(Figuras 10A e 10B). Por outro lado, o tratamento tanto com
hexametdnio quanto com pentolinio, ndo foi efetivo em reduzir os niveis
de creatinina (Figuras 10C e 10D) dos animais sépticos, bem como foi
capaz de interferir na funcéo renal dos animais controle.
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Figura 10. Efeito dos bloqueadores ganglionares na disfuncdo renal dos
animais sépticos. Os animais sépticos foram tratados com salina (PBS; 10
mL/kg; s.c), hexametdnio (HEX; Painéis A e C; 15 mg/kg; s.c) ou pentolinio
(PENT; Painéis B e D; 5 mg/kg; s.c) 1 h apds o procedimento de CLP. Os
animais controles também receberam as mesmas doses de PBS, HEX ou PENT.
Vinte e quatro horas apds a cirurgia de inducéo do choque séptico, amostras de
sangue foram coletadas e utilizadas para dosagem plasmatica dos niveis de ureia
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(Painéis A e B) e creatinina (Painéis C e D). Os resultados representam a média
+ erro padrdo da média de 8 — 10 animais. As andlises estatisticas foram
realizadas por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.

*p < 0,05 comparado ao grupo Controle; # p < 0,05 comparado ao grupo CLP
24 h + PBS.

4.6 Efeito dos blogueadores ganglionares na disfuncao hepatica

Os niveis plasmaticos das enzimas hepaticas aumentaram
significativamente nos animais submetidos ao procedimento de CLP,
indicando disfuncdo hepatica (Figura 11). O tratamento com ambos
blogueadores ganglionares ndo resultou na diminuicdo dos niveis da
transaminase oxalacética (TGO; Figuras 11A e 11B) nem da enzima
transaminase pirdvica (TGP; Figuras 11C e 11D). Os animais controles
tratados com hexametdnio ou pentolinio apresentaram aumento nos
niveis plasmaticos de TGP (Figuras 11C e 11D), sendo este aumento
possivelmente relacionado com toxicidade hepatica dos bloqueadores
ganglionares.
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Figura 11. Efeito dos bloqueadores ganglionares na disfungdo hepética de
animais em choque séptico. Os animais sépticos foram tratados com salina
(PBS; 10 mL/Kkg; s.c), hexametbénio (HEX; Painéis A e C; 15 mg/kg; s.c) ou
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pentolinio (PENT; Painéis B e D; 5 mg/kg; s.c) 1 h ap6s o procedimento de
CLP. Os animais controles também receberam as mesmas doses de PBS, HEX
ou PENT. Vinte e quatro horas apés a cirurgia de indugdo do choque séptico,
amostras de sangue foram coletadas e utilizadas para dosagem plasmatica dos
niveis de TGO (Painéis A e B) e TGP (Painéis C e D). Os resultados
representam a média + erro padrdo da média de 8 — 10 animais. As analises
estatisticas foram realizadas por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post
hoc de Bonferroni. * p < 0,05 comparado ao grupo Controle + PBS.

4.7 Efeito do bloqueio ganglionar nos niveis plasmaticos de lactato

Os animais submetidos a cirurgia de CLP ndo apresentaram
aumento do nivel plasmético de lactato 24 h ap6s a inducéo do choque
séptico (Figura 12), e o tratamento precoce tanto com hexametonio
(Figura 12A) quanto com pentolinio (Figura 12B) ndo modificou o nivel
de lactato dos animais sépticos.
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Figura 12. Efeito dos bloqueadores ganglionares no nivel plasmatico de
lactato. Os animais sépticos foram tratados com salina (PBS; 10 mL/kg; s.c),
hexametbnio (HEX; Painel A; 15 mg/kg; s.c) ou pentolinio (PENT; Painel B; 5
mg/kg; s.c) 1 h ap6s o procedimento de CLP. Os animais controles também
receberam as mesmas doses de PBS, HEX ou PENT. Vinte e quatro horas ap6s
a cirurgia de indugédo do choque séptico, amostras de sangue foram coletadas e
utilizadas para dosagem de lactato plasmatico. Os resultados representam a
média + erro padrdo da média de 8 — 10 animais. As andlises estatisticas foram
realizadas por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.

4.8 Efeito do bloqueio ganglionar no hemograma
Os animais submetidos ao procedimento de CLP apresentaram

alteragdes no hemograma condizentes com um quadro de choque
séptico: leucopenia (Figuras 13A e 14A), linfocitopenia (Figuras 13B e
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14B), monocitopenia (Figuras 13C e 14C), granulocitopenia (Figuras
13D e 14D), trombocitopenia (Figuras 13E e 14E) e aumento do
hematdcrito (Figuras 13F e 14F). O tratamento precoce com 0
hexametbnio  (Figura 13) preveniu 0 desenvolvimento da
granulocitopenia (Figura 13D) e aumento do hematdcrito (Figura 13 F),
enquanto que o tratamento com o pentolinio (Figura 14) preveniu a
granulocitopenia (Figura 14D) bem como evitou o aumento do
hematocrito dos animais em choque séptico (Figura 14F), sugerindo

menor extravasamento plasmatico, o qual levaria & hemoconcentragéo.
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Figura 13. Efeito do hexametbnio no hemograma de animais sépticos. Os
animais sépticos foram tratados com salina (PBS; 10 mL/kg; s.c) ou
hexametbnio (HEX; 15 mg/kg; s.c) 1 h ap6s o procedimento de CLP. Os
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animais controles também receberam as mesmas doses de PBS ou HEX. Vinte e
quatro horas apo6s a cirurgia de indugéo do choque séptico, amostras de sangue
total foram coletadas e utilizadas para avaliacdo do hemograma, incluindo a
dosagem de leucécitos totais (Painel A), linfécitos totais (Painel B), mondcitos
totais (Painel C), granuldcitos totais (Painel D), plaquetas (Painel E) e
hematécrito (Painel F). Os resultados representam a média + erro padrdo da
média de 8 — 10 animais. As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA
de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. * p < 0,05 comparado ao
grupo Controle; # p < 0,05 comparado ao grupo CLP 24 h + PBS.
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Figura 14. Efeito do pentolinio no hemograma de animais sépticos. Os
animais sépticos foram tratados com salina (PBS; 10 mL/kg; s.c) ou pentolinio
(PENT; 5 mg/kg; s.c) 1 h apds o procedimento de CLP. Os animais controles
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também receberam as mesmas doses de PBS ou PENT. Vinte e quatro horas
apoés a cirurgia de inducdo do choque séptico, amostras de sangue total foram
coletadas e utilizadas para avaliacdo do hemograma, incluindo a dosagem de
leucdcitos totais (Painel A), linfécitos totais (Painel B), mondcitos totais (Painel
C), granulécitos totais (Painel D), plaquetas (Painel E) e hematocrito (Painel F).
Os resultados representam a média + erro padrdo da média de 8 — 10 animais.
As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA de duas vias seguida pelo
teste post hoc de Bonferroni. * p < 0,05 comparado ao grupo Controle; # p <
0,05 comparado ao grupo CLP 24 h + PBS.

4.9 Efeito dos blogueadores ganglionares na expressao de receptores
vasculares a;p-adrenérgicos

O choque séptico promoveu diminuicdo de cerca de 60% na
expressdo de receptores ajp-adrenérgicos na aorta tordcica dos animais
submetidos a cirurgia de CLP (Figura 15). O tratamento precoce com o
pentolinio preveniu de maneira significativa essa perda o;p-adrenérgica
nos animais septicos (Figuras 15A e 15B). Por outro lado, o tratamento
precoce com o hexametonio ndo foi efetivo para prevenir a perda
induzida pelo choque séptico dos receptores a;p-adrenérgicos.
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Figura 15. Imunofluorescéncia dos receptores a;y-adrenérgicos na aorta
toréacica de animais controles e sépticos. Os animais sépticos foram tratados
com salina (PBS; Painel A, no topo a direita; 10 mL/kg; s.c), hexametdnio
(HEX; Painel A, abaixo a esquerda; 15 mg/kg; s.c) ou pentolinio (PENT; Painel
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A, abaixo a direita; 5 mg/kg; s.c) 1 h apos o procedimento de CLP. Os animais
controles também receberam as mesmas doses de PBS (Painel A, no topo a
esquerda), HEX (dado ndo mostrado) ou PENT (dado ndo mostrado). As aortas
foram coletadas 24 h ap6s a cirurgia de inducéo do choque séptico. A andlise
quantitativa da intensidade de fluorescéncia da expressdo dos receptores ap-
adrenérgicos foi calculada em relagdo ao grupo controle (intensidade de
fluorescéncia relativa), sendo mostrada no Painel B. A analise estatistica foi
realizada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn. N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos controles que receberam PBS, HEX
ou PENT (dados ndo mostrados).
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5 DISCUSSAO

As principais contribui¢des do nosso trabalho sdo trés. A primeira é
que o bloqueio ganglionar, principalmente do sistema simpatico, teve
impacto significativo na manutencdo da pressdo arterial dos animais
submetidos ao choque séptico experimental, bem como preservou a
resposta vasoconstritora. Tdo importante quanto esse achado, foi o
resultado de reducdo da mortalidade dos animais em choque séptico
guando tratados precocemente com o bloqueador mais seletivo para o
ganglio simpatico, o pentolinio. Adicionalmente, nossos resultados
mostram que o efeito protetor do bloqueio ganglionar parece ser
dependente da preservacdo da expressio dos receptores oyp-
adrenérgicos no vaso.

O sistema nervoso simpatico e o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
(HHA) sdo fundamentais para a manutencdo da homeostase basal em
resposta a um quadro de estresse. Quando a homeostasia sofre algum
tipo de perturbacdo, ha ativacdo imediata desses sistemas, resultando em
liberacdo de catecolaminas e glicocorticoides, 0s quais irdo atuar no
sentido de restaurar o estado de equilibrio interno (ELENKOQV et al.,
2000). A sepse e choque séptico induzem um distdrbio intenso dos
sistemas bioldgicos representando, portanto, importante estimulo
estressor e culminando na ativacéo de diferentes vias de sinalizag&o.

Nossos resultados mostram que o bloqueio precoce da transmisséo
ganglionar foi efetivo em restaurar a niveis normais a pressao arterial
média dos animais submetidos & inducdo do choque séptico, quando
avaliados 6 h apds a cirurgia de CLP. Entretanto, essa capacidade dos
bloqueadores ganglionares de manter a pressdo arterial média em niveis
normais, ndo foi observada 24 h ap6s a indugdo do choque séptico.
Provavelmente, esse efeito transitorio foi devido ao tempo de meia vida
(t2) curto de ambos blogueadores ganglionares, sendo que o
hexamet6nio possui um ty; de 1 — 2 h (TAHERI et al., 1995), enquanto
0 ty, do pentolinio é de 2 — 2,5 h (WIEN e MASON, 1953; FERRER et
al., 1955). Mais importante, porém, foi a capacidade de ambos os
blogueadores resgatarem a habilidade dos animais em choque séptico de
responder adequadamente aos agentes vasoconstritores, tanto 6 h quanto
24 h ap6s o procedimento de CLP. Tendo esse resultado em maos e
sabendo que o tempo de meia vida dos bloqueadores € curto, e ainda,
considerando que uma Unica dose de hexametbnio e pentolinio foi
administrada aos animais, ha evidéncias claras indicando que a ativacédo
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simpética é um evento precoce e importante no choque séptico. Assim,
essa ativacdo precoce tem consequéncias tardias no choque séptico, as
quais parecem estar diretamente ligadas a melhora cardiovascular dos
animais sépticos tratados com hexametdnio e pentolinio.

Outro importante resultado encontrado no nosso trabalho é que o
tratamento precoce com pentolinio, mas ndo com hexametonio,
aumentou significativamente a sobrevida dos animais sépticos quando
comparados aos animais sépticos sem tratamento. Por um lado, 80% dos
animais CLP sem tratamento morreram nas primeiras 24 h, enquanto o
tratamento com uma Unica dose de pentolinio reduziu significativamente
a taxa de mortalidade para 20% nas primeiras 24 h. E ao final do
periodo de 96 h, 20% dos animais tratados com pentolinio ainda
estavam vivos. O tratamento com hexamet6nio também reduziu a taxa
de mortalidade dos animais nas primeiras 24 h decorrentes da cirurgia
de CLP, porém ndo foi de maneira significativa. Uma possivel
explicacdo para essa diferenca (e outras que serdo discutidas mais
adiante) entre os bloqueadores ganglionares, é que o pentolinio é mais
seletivo em bloquear o ganglio autbnomo simpatico quando comparado
ao hexameténio (MURPHY et al., 1983; DAVERN et al., 2009; CHAN
et al., 2012). Além disso, devido a acdo pouco seletiva do hexametonio,
0 mesmo possui acdo pronunciada também no ganglio autdnomo
parassimpatico, e ja se sabe que o sistema parassimpatico ¢ uma
importante via anti-inflamatoria na sepse (WANG et al., 2003; WANG
et al., 2004a). Sendo assim, parece que h&d um balanco entre efeitos
benéficos (atuando no bloqueio de ténus simpético) e maléficos
(atuando no bloqueio de tdnus parassimpatico) com o uso de
hexametonio, contribuindo para essa auséncia de efeito na sobrevida dos
animais submetidos ao CLP.

Devido a acdo protetora do tratamento precoce com pentolinio na
sobrevida dos animais, nos perguntamos se 0 tratamento mais tardio
teria 0 mesmo efeito protetor. Porém, quando os animais foram tratados
8 h apos a inducdo do choque séptico, o pentolinio ndo foi capaz de
melhorar a sobrevida dos animais sépticos. Esse resultado constitui mais
um indicio de que o tdnus simpatico promove alguma alteracdo
importante nas horas iniciais do choque séptico e essa acdo estd
diretamente relacionada com a disfun¢do cardiovascular da sepse e
choque séptico.

Embora j& se tenha evidéncias de que o aumento das catecolaminas
circulantes durante a sepse e choque séptico é deletério para o
organismo (MUNT et al., 1998; RITTIRSCH et al., 2008), ainda séo
raros os estudos na literatura que interferem com o sistema simpético
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durante o choque séptico. E de acordo com os estudos da literatura, o
efeito protetor das drogas simpatoliticas de acdo central em um quadro
de sepse, é decorrente da acdo anti-inflamatéria das mesmas (HOFER et
al., 2009; ACKLAND et al., 2010). Assim, nosso préximo passo foi
verificar se a protecdo cardiovascular do tratamento com pentolinio e
hexametdnio seria resultado de uma acgdo anti-inflamatdria. Nossos
resultados, porém, mostram que a melhora da reatividade vascular, bem
como 0 aumento da sobrevida dos animais em choque séptico, parece
ndo ser dependente da reducdo de citocinas prd-inflamatérias, uma vez
gue os niveis plasméticos de IL-1B ¢ TNF-o ndo reduziram de maneira
significativa nos animais sépticos tratados com ambos bloqueadores
ganglionares.

Adicionalmente, avaliamos se o tratamento com ambos
blogueadores ganglionares afetaria a producdo do NO. De maneira
interessante, o pentolinio reduziu parcialmente os niveis plasmaticos dos
metabolitos do NO. Ja é conhecido de longa data que o NO esta
diretamente relacionado com a hipotenséo e hiporeatividade aos agentes
vasoativos durante a sepse e choque séptico (MONCADA et al., 1991;
ASSREUY, 2006; FERNANDES e ASSREUY, 2008) e a diminuicéo
dos niveis de NO esti associada com a melhora clinica de animais
sépticos (KILBOURN et al., 1990; SZABO et al., 1994; FERNANDES
et al., 2006; SORDI et al., 2011). Além disso, um estudo de Nozik-
Grayck e colegas, em 2006, demonstrou que o NO é capaz de inibir a
resposta vasoconstritora a fenilefrina da aorta pulmonar isolada de rato,
sendo essa inibigdo consequéncia da nitrosilagdo que o NO promove nos
receptores  og-adrenérgicos (NOZIK-GRAYCK et al, 2006).
Corroborando esse estudo, dados ainda nao publicados do nosso grupo
utilizando a técnica de binding, mostram que camundongos sépticos
tratados com um agente inibidor da enzima NOS-2 apresentam a
resposta vasoconstritora, via receptores oj-adrenérgicos, preservada,
sendo um mecanismo dependente de GRK-2, a qual é uma quinase
responsavel por dessensibilizacdo de receptores acoplados a proteina G.
Portanto, parte do efeito protetor do pentolinio nos animais em choque
séptico, pode estar relacionado a diminuicdo da producdo de NO e,
assim, consequente reducéo do processo de nitrosilacéo e da ativacdo de
GRK-2, o que impede entdo a perda de fungdo dos receptores o;-
adrenérgicos. Porém, ainda ndo sabemos qual o mecanismo envolvido
na producdo de NO pelo tonus simpatico.
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Sabendo que em um quadro de choque séptico temos disfuncéo de
multiplos 6rgdos, nos perguntamos se o tratamento com pentolinio e
hexamet6nio também interferiria com essa perda de fungbes organicas.
Para isso, avaliamos funcao renal, hepatica e nivel de lactato plasmatico,
o0 qual € um indicativo indireto de perfusdo tecidual. Os animais sépticos
sem tratamento apresentaram disfuncdo renal e hepatica, porém niveis
normais de lactato. Ambos os bloqueadores ganglionares promoveram
reducdo do nivel plasmatico de ureia, mas ndo de creatinina. Tanto a
ureia quanto a creatinina sdo importantes marcadores de funcgdo renal e
devem ser avaliados em conjunto, uma vez que a concentracdo
sanguinea de ureia e creatinina pode sofrer variagcdes de acordo o estado
nutricional, insuficiéncia hepéatica e sangramentos gastrointestinais
(PATEL et al., 2002). Assim, a julgar pela reducdo da concentragdo
plasmatica de ureia, os animais sépticos tratados com pentolinio e
hexamet6nio tiveram melhora na funcéo renal. Os animais controles que
receberam ambos os blogueadores ganglionares apresentaram aumento
do nivel plasmatico de creatinina, o que pode ser um efeito colateral do
uso desses agentes, uma vez que bloqueadores ganglionares podem
levar a uma série de efeitos adversos, inclusive renais (GOODMAN e
GILMAN, 2006; RANG e DALE, 2007).

Além da disfuncdo renal, os animais sépticos apresentaram
disfungdo hepética, avaliada a partir dos niveis plasméaticos aumentados
de TGO e TGP. O tratamento com ambos os blogueadores ganglionares
ndo impediu a instalacdo de faléncia hepética. Da mesma maneira que 0
tratamento dos animais controles com pentolinio ou hexametonio levou
ao aumento do nivel plasmatico de creatinina, também o nivel
plasméatico de TGP desses animais teve aumento. Novamente,
acreditamos que esse efeito pode ser um efeito adverso do uso dessas
drogas, as quais podem gerar toxicidade hepatica (GOODMAN e
GILMAN, 2006; RANG e DALE, 2007). Justamente por conta de
possiveis efeitos colaterais importantes é que o uso de bloqueadores
ganglionares na clinica se tornou obsoleto.

Quando avaliamos os niveis de lactato plasmatico 24 h apds a
cirurgia de inducdo do choque séptico, observamos que ndo houve
aumento desses niveis nos animais sépticos sem tratamento e também
naqueles que receberam pentolinio ou hexameténio. O aumento dos
niveis de lactato nos quadros de sepse e choque séptico ocorre
geralmente precocemente, ou seja, nas horas iniciais decorrentes do
processo infeccioso e inflamatério, sendo portanto, um aumento
transitdrio, voltando aos niveis basais apds o decorrer do quadro
inflamatério (LEVY et al., 1997; HERNANDEZ et al., 2012).
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Provavelmente o fato do aumento dos niveis de lactato ser transitorio
durante o quadro de sepse e choque séptico, seja causa de ndo termos
observado alteracdes desses niveis nos animais submetidos ao nosso
modelo experimental.

A partir dos dados do hemograma, observamos que a reducdo do
numero total de linfdcitos, mondcitos e granuldcitos, levou os animais
sépticos a desenvolver severa leucopenia. Além disso, 0s animais
apresentaram trombocitopenia e aumento do hematdcrito. O tratamento
com hexametdnio preveniu a granulocitopenia, monocitopenia e nédo
aumentou o hematdcrito dos animais em choque séptico. O tratamento
com pentolinio também foi efetivo em prevenir a granulocitopenia e o
aumento do hematocrito. Os granuldcitos, principalmente os neutréfilos,
sdo importantes células de defesa do organismo no combate a agentes
infecciosos e, particularmente na sepse, a granulocitopenia esta
relacionada ao pior prognéstico do paciente (DELLINGER et al., 2008;
LITTLEWOOQOD et al., 2013). Outro item bastante importante quando se
analisa 0 hemograma de pacientes em choque séptico é o resultado do
hematdcrito, o qual sugere, indiretamente, que um aumento nos seus
niveis esta relacionado com maior extravasamento plasmatico e
hemoconcentracdo, indicando a necessidade de terapia de reposicdo
fluidica ao paciente (ASTIZ et al., 1993; SU et al., 2013). Assim, parece
gue uma parte dos efeitos benéficos do tratamento dos animais sépticos
com ambos os bloqueadores ganglionares é relacionado a manutengdo
dos niveis de granuldcitos e do hematocrito.

Sabendo entdo que o bloqueio ganglionar precoce, especialmente o
bloqueio mais seletivo do sistema simpatico, traz beneficio importante e
que perdura até horas mais tardias apds a inducdo do choque séptico
tanto resgatando a resposta vasoconstritora quanto melhorando a
sobrevida dos animais, nos perguntamos qual seria o principal
mecanismo envolvido nessa acdo protetora. E bem descrito que a
exposicdo demasiada e prolongada dos GPCRs aos seus agonistas leva a
uma série de eventos complexos na tentativa de reduzir ou até mesmo
cessar a sinalizagdo intracelular, protegendo a célula da estimulacdo
excessiva. Desse modo, ocorre 0 processo de dessensibilizacdo, ou seja,
de hiporeatividade a agonistas (GARCIA-SAINZ et al, 1999;
GARCIA-SAINZ et al., 2000; CALZADA et al., 2001), como ja
descrito anteriormente (item 1.4.2.3). Nossos resultados mostram que 0s
animais sépticos exibem uma perda significante na densidade de
receptores oyp-adrenérgicos, sendo essa perda em torno de 60%. Por
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outro lado, o tratamento com pentolinio, mas ndo com hexametonio,
promoveu reducdo na dessensibilizacdo e internalizacdo dos receptores
azp-adrenérgicos, confirmado pela alta densidade desses receptores na
musculatura lisa de aorta dos animais com choque séptico. E importante
ressaltar que os receptores adrenérgicos do tipo ayp estdo intimamente
relacionados ao controle e manutencdo da pressdo arterial
(VILLALOBOS-MOLINA e IBARRA, 1996; ZHOU e VARGAS,
1996; CASTILLO et al., 1998; TANOUE et al., 2002), por isso a
escolha por realizarmos 0 estudo com esses receptores. Dessa maneira,
acreditamos que por ocorrer estimulagdo simpatica excessiva durante a
sepse e choque séptico e o pentolinio promover blogueio desse tdnus,
blogueamos também as etapas que levariam a dessensibilizagdo e
internalizagdo dos receptores oyp-adrenérgicos, protegendo-os e
deixando-os funcionais. Dessa maneira, se isso for verdade, quando se
fizer necesséario o uso de agentes vasoativos no decorrer do curso de um
choque séptico ou sepse, a resposta vasoconstritora estara preservada.

De maneira diferente do pentolinio, o tratamento com hexametonio
melhorou a reatividade cardiovascular dos animais sépticos através de
um mecanismo que independente da preservacdo dos receptores oyp-
adrenérgicos. O hexametdnio é um derivado do tetraetilamdnio (TEA), o
qual é um bloqueador n&o seletivo de canais de potéssio (K*) (WONG e
ADLER, 1986; LANG e RITCHIE, 1990; HEGINBOTHAM e
MACKINNON, 1992). Devido ao fato do hexametdnio ser um derivado
do TEA, suas estruturas quimicas e func¢Ges sdo similares (MITCHELL
e CLARK, 1952). Kawai e colaboradores, em 1985, observaram que o
hexametodnio, assim como o TEA, possui habilidade de bloguear canais
de K" (KAWAI et al., 1985). Na sepse e choque séptico o bloqueio de
canais de potassio esti diretamente relacionado com a melhora da
disfuncdo cardiovascular e de 6rgdos (LANGE et al., 2007; SORDI et
al., 2010; SORDI et al., 2011). Desse modo, acreditamos que a melhora
cardiovascular dos animais sépticos tratados com hexameténio se deve,
al+ém da acdo blogueadora ganglionar, a acdo de bloqueio dos canais de
K"

A melhora do quadro cardiovascular dos animais tratados com
pentolinio ndo foi avaliada em termos de receptores cardiacos [-
adrenérgicos, mas ndo podemos excluir a possivel participacdo desses
receptores no beneficio observado com o tratamento com pentolinio,
uma vez que a liberagdo simpética exacerbada de catecolaminas nas
horas iniciais do choque séptico ou mesmo a administracdo prolongada
das mesmas promovem danos & maquinaria contratil do coracdo
(RONA, 1985; RADERMACHER et al., 2013; RUDIGER e SINGER,
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2013). Ademais, os estudos de Suzuki e colaboradores em 2005, de
Rudiger em 2010 e de Morelli e colaboradores, em 2013, mostram que o
bloqueio B-adrenérgico atenua significativamente a disfungdo
miocardica do choque séptico e sepse (SUZUKI et al., 2005;
RUDIGER, 2010; MORELLI et al., 2013), além de ainda modular
favoravelmente o sistema imunoldgico, metabdlico e de coagulacdo (DE
MONTMOLLIN et al., 2009).

As catecolaminas, especialmente a noradrenalina, sdo também
potentes indutores do crescimento bacteriano (LYTE e ERNST, 1992;
LYTE et al., 1996; STRAUB et al., 2000). Esse fato tem importante
implicacdo no contexto do choque séptico, uma vez que o grupo catecol
(quimicamente chamado de 3,4-dihidroxibenzol) das catecolaminas
facilita a remocéo dos ions de ferro armazenados em moléculas de
lactoferrina e transferrina, favorecendo assim a aquisicao e incorporagéo
do ferro pelas bactérias, principalmente Escherichia coli comensais
(FREESTONE et al., 2002; FREESTONE et al., 2003; FREESTONE et
al., 2007). Apesar de ndo termos estudado no nosso modelo
experimental as consequéncias do bloqueio ganglionar no crescimento
bacteriano, ndo descartamos que uma parte da melhora dos animais
sépticos tratados com pentolinio e hexamet6nio seja devida, também, a
possivel inibicdo do crescimento bacteriano das bactérias intestinais e,
consequentemente, atenuacdo da infec¢do. Além do mais, o beneficio do
blogueio ganglionar durante nosso modelo experimental de choque
séptico, particularmente o bloqueio simpatico, pode ser devido ainda a
diminuicdo do nivel e atividade de metaloproteinases de matriz. A
ativacdo neuro-hormonal simpatica estd diretamente associada a
ativacdo dessas enzimas, especialmente & metaloproteinase de matriz
tipo 2 (MMP-2) (BANFI et al., 2005). Ja se sabe que a inibicdo da
MMP-2 em modelos de endotoxemia, estd diretamente relacionada com
a protecdo contra o desenvolvimento da hiporeatividade vascular a
agentes vasoativos (CENA et al., 2010). Embora ndo tenhamos estudado
no nosso modelo de choque séptico experimental a ativacdo de
metaloproteinases pelo tbnus simpatico, possivelmente o bloqueio
ganglionar preferencialmente simpatico, através do uso do pentolinio,
esteja bloqueando também a maior ativacdo das MMP-2 e assim
melhorando a resposta vascular a noradrenalina e fenilefrina.

Ao final do nosso conjunto de experimentos, acreditamos que o
mais importante achado do nosso trabalho é que uma Unica dose do
pentolinio foi capaz de melhorar a sobrevida e reatividade
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cardiovascular dos animais em choque séptico, principalmente em um
mecanismo dependente da manutencdo do nudmero/funcdo dos
receptores oyp-adrenérgicos na vasculatura. Por fim, elaboramos uma
Figura que ilustra resumidamente o que acreditamos ser o principal
mecanismo protetor do pentolinio.
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Figura 16. Hiperativagdo do Sistema Nervoso Auténomo (SNA) durante o
choque séptico leva a dessensibilizacido dos receptores a,p-adrenérgicos. O
choque séptico é um potente estimulo para ativacdo do SNA, particularmente do
sistema simpatico (1). Com essa ativagdo, ha liberagdo de acetilcolina (ACh)
pelos neurdnios pré-ganglionares (2), a qual atuara nos receptores nicotinicos
(N) presentes nos neurdnios pos-ganglionares e na medula da glandula adrenal.
Apos a ligagdo da ACh aos seus receptores N, inicia o potencial pds-sindptico
excitatorio nos ganglios periféricos e também na membrana celular das células
da medula da adrenal, o que culminara com a liberagdo de noradrenalina (NOR)
dos neurdnios po6s-ganglionares (3) e de adrenalina (ADR) e NOR da glandula
adrenal (4). A intensa estimulacdo dessas catecolaminas nos receptores a;p-
adrenérgicos promove o desmembramento do dimero Py da proteina G (5),
deixando o receptor mais suscetivel a acdo das quinases de receptores acoplados
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a proteinas G (GRK) e de outras quinases, tal como a proteina quinase C (PKC).
Dessa forma, essas quinases fosforilam o receptor (6) e ddo inicio ao processo
de dessensibilizagdo. A fosforilagdo do receptor aumenta a afinidade do mesmo
por moléculas de B-arrestina (B-Arr), e a ligagdo dessas moléculas ao receptor
(7) promove um impedimento estérico que interdita a ligacdo do receptor com
sua proteina G especifica, estabilizando entéo o estado desacoplado do mesmo.
Assim, esse estado do receptor favorece a sua internalizagdo em vesiculas (8), a
fim de proteger o0 mesmo da estimulagdo excessiva. O pentolinio, por sua vez,
age blogueando o receptor nicotinico da ACh, o que bloqueia entdo toda a
cascata que levaria & internalizagdo dos receptores oyp-adrenérgicos e
hiporesponsividade a agentes vasoconstritores durante o choque séptico.
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6 CONCLUSOES

Em sintese, com nosso trabalho podemos concluir que a ativacdo
simpéatica exagerada durante a sepse/choque séptico contribui de
maneira bastante significativa para a perda da resposta vascular a
agonistas adrenérgicos. A hiperativacdo simpatica na sepse também é
responsavel pela mortalidade, alteracdo de funcdo renal e producéo de
Oxido nitrico nos animais submetidos a cirurgia de CLP.

Assim, nossos resultados mostram claramente que a interferéncia
com a transmissdo ganglionar, especialmente com o tbnus simpatico,
tem importante impacto no resgate da reatividade vascular a agonistas
vasoconstritores e na reducdo da letalidade do choque séptico induzido
por ligacédo e perfuracdo do ceco em ratos. Esses efeitos benéficos estdo
relacionados, em parte, com a manutencdo da densidade dos receptores
ayp-adrenérgicos, principalmente como consequéncia da reducdo da
ativacdo simpatica exacerbada causada pelo estresse do quadro séptico.
Sendo assim, essa nova descoberta pode conduzir a estratégias
terapéuticas adicionais no tratamento da sepse e choque séptico.
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