PATRICIA DE OLIVEIRA BENEDET

S-NITROSILACAO DE PROTEINAS NA SEPSE: PROPOSTA DE
UM NOVO ALVO TERAPEUTICO

Tese defendida no Programa de Pds-
Graduagdo em Farmacologia da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtengédo do Grau de
Doutor em Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Jamil Assreuy

Floriandpolis
2017



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Benedet, Patricia

S-NITROSILACARO DE PROTEINAS NA SEPSE : PROPOSTA
DE UM NOVO ALVO TERAPEUTICO / Patricia Benedet ;
orientador, Jamil Assreuy, 2017.

122 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Biolégicas, Programa de
Pés-Graduagdo em Farmacologia, Florianépolis, 2017.

Inclui referéncias.

1. Farmacologia. 2. Sepse. 3. Disfungido
Cardiovascular. 4. Desnitrosilacdec de Proteinas. 5.
DTNE. I. Assreuy, Jamil, II. Universidade Federal
de Santa Catarina. Programa de Pos-Graduacdo em
Farmacologia. III. Titulo.




“S-nitrosilacio de proteinas na sepse: proposta de um novo alvo terapéutico”
Por
Patricia de Oliveira Benedet
Tese julgada e aprovada em sua forma final pelos membros titulares da Banca

Examinadora (14/PPGFMC/2017} do Programa de Pés-Graduagio em Farmacologia
- UFSC.

\m\s W\ )\'\\D’»\M >

: Prof{a). Dr(a). Jamil Assereuy filho
a) do Programa de Pés-Graduagdo em Farmacologia

\ \ examinadora:
R e "’\ QARNSNY

Dela) unﬁmm Filho (Universidade Federal de Santa Catarina)

Lo (£

Dyla) Fernando de Queiroz Cunha (U idade de Sdo Paulo)

Orfa) Francisco R. M. Laurindo (Im%:mclo {InCor) - r . Medicina da
Paulo)

m@h

Dr{a) Daniel Fernandes (Universidade Federal de Santd Catarina)

W% g /7 L [ .
NASAAL A rASS R AN L YL

Dr{a) Aurea Elizabeth Linder (Universidade Federal de Santa Catarina)

Dria) José Eduardo Santgf (Universidade Federal de Santa Catarina)

Florianopolis, 30 de marc¢o de 2017.



Dedico este trabalho a minha made,
vitima de sepse no ano passado



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Jamil Assreuy por todos estes anos de orientagao,
confianga, convivio e principalmente pelos ensinamentos valiosos.

Ao meu marido Ricardo Boeira (Rica) pelo amor e apoio incondicional
que suavizaram minha caminhada. Agradego também pelos
ensinamentos constantes de humildade e gentileza.

Aos meus bebés (Brisa e Guria) que sempre foram meu alivio e alegria
diarios.

Aos meus pais, Lucio Benedet e Maria Nadir de Oliveira pelo apoio ¢
dedicacgdo. Por terem me ajudado a conquistar meus sonhos em meio a
tantas privagdes.

Ao quarteto fantastico (Natayme Tartaglia, Cinthia Vila Nova Santana e
Jamile Fernandes) pela amizade e incentivo.

A Flora Lucena Sant’ana e a Clarissa Germano Barp pela amizade e
parceria, pela paciéncia (hahaha), apoio e é claro pelos momentos de
descontragdo valiosos. Vocés suavizaram meus dias de Farmaco!

A Amanda Leitolis (Amandika) pela amizade incondicional. Pelos
exemplos de dogura e simplicidade.

Ao Prof. Dr. Hernan Francisco Terenzi e a Dra. Angela Menegatti pela
ajuda imprescindivel nos experimentos de Biotin Switch e pela 6tima

convivéncia e ensinamentos.

A Muryel Carvalho Gongalves ¢ Veronica Horewicz pelo auxilio nos
experimentos de 6rgao isolado e Western Blot.

Ao Professor Dr. José Eduardo da Silva-Santos pelo empréstimo de
equipamentos utilizados em alguns experimentos.

A Adriane Madeira pelo apoio técnico e amizade.

Aos colegas (atuais e antigos) do Laboratorio de Farmacologia do Oxido
Nitrico pelo aprendizado constante.



A todos os professores e colegas do Departamento de Farmacologia

Aos funcionarios do Departamento de Farmacologia, especialmente ao
Pedro Paulo de Souza.

A todos os funcionarios do LAMEB e do LCME, especialmente a
Eliana Medeiros.

Aos Professores Dr. Fernando de Queiroz Cunha, Dr. Francisco Rafael
Martins Laurindo, Dra. Aurea Elizabeth Linder, Dr. José Eduardo da
Silva Santos, Dr. Daniel Fernandes e Dr Padua Carobrez por terem
aceitado avaliar este trabalho.

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia.

Ao CNPq e CAPES pelo apoio financeiro



“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos
capazes de resolver os problemas causados pela forma como nos
acostumamos a ver o mundo”.

Albert Einstein






RESUMO

A sepse continua sendo a principal causa de mortalidade em Unidades
de Terapia Intensiva (UTI). Embora progressos significativos na
compreensdo da sua fisiopatologia tenham sido conquistados, a
capacidade de intervir e alterar a trajetéria da doenca tem sido apenas
parcialmente bem sucedida. A producdo exacerbada de 6xido nitrico
(NO) durante a sepse tem sido relatada como um dos principais
contribuintes para a disfungdo cardiovascular sepse. Um dos
mecanismos pelos quais o NO exerce alguns de seus efeitos ¢ através da
reagdo com grupos tiol de residuos de cisteina (sulfidrilas) em um
processo chamado S-nitrosilagdo, produzindo S-nitrosotidis. Niveis
aumentados de proteinas nitrosiladas participam na patogénese do
choque séptico. O objetivo do presente estudo foi mostrar que a
desnitrosilagdo de proteinas pode contribuir para a melhora dos
parametros hemodinamicos e para a maior sobrevivéncia de animais
sépticos. Ratas Wistar foram tratadas com DTNB (acido 5 5-ditiobis(2-
nitrobenzoico, um agente oxidante de grupamentos sulfidrila) 30 min
antes, 4 h ou 12 h apés a inducdo da sepse (ligadura e pungdo cecal;
CLP). Vinte e quatro horas ap6s a cirurgia foi obtidos os seguintes
dados: reatividade a fenilefrina em anéis de aorta isolada, pressdo
arterial média, resposta pressorica a fenilefrina, marcadores bioquimicos
de disfuncgdo de d6rgdos, parametros glicémicos e hematologicos, perfil
de sobrevivéncia e S-nitrosilagdo de proteinas da aorta, particularmente,
de canais de potassio sensiveis ao calcio. A sepse causou diminui¢do
substancial na pressdo arterial média e na resposta vascular a fenilefrina,
aumento da frequéncia cardiaca, aumento nos niveis plasmaticos de
marcadores de disfungdo de oOrgdos, hipoglicemia, alteracdes
hematoldgicas, mortalidade de 60% e aumento de S-nitrosilacdo de
proteinas na aorta. O tratamento com DTNB 12 h apds a inducdo da
sepse melhorou a pressdo arterial média, a frequéncia cardiaca, reverteu
a perda de resposta dos anéis da aorta e da pressdo arterial ao
vasoconstritor, reduziu o dano de orgdos, melhorou a glicemia e
parametros hematologicos, resultando no aumento da sobrevivéncia de
animais sépticos. Além disso, causou uma reduc@o substancial de
proteinas nitrosiladas na aorta, nomeadamente canais de potassio
dependentes de calcio. Nossos resultados mostram que a S-nitrosilagdo
de proteinas contribui para a disfungdo cardiovascular e para o dano de
orgaos induzida pela sepse. Contudo, a contribui¢do chave do presente
trabalho é mostrar que a desnitrosilagdo de proteinas induzida por



DTNB melhora a condi¢do do hospedeiro mesmo depois que todas as
respostas fisiologicas alteradas pela sepse estarem em pleno curso.

Palavras-chave: Choque séptico; 6xido nitrico; desnitrosilagdo de
proteinas; DTNB; disfungao cardiovascular.



ABSTRACT

Sepsis remains the leading cause of death in Intensive Care Units
(ICUs). Although significant progress in understanding its
pathophysiology has been achieved, the ability to intervene and change
the course of the disease has been only partially successful. Nitric oxide
(NO) overproduction during sepsis has been reported as one of the main
contributors to the sepsis cardiovascular dysfunction. One of the
mechanisms whereby NO exerts some of its effects is the reaction with
thiol groups of cysteine residues (sulphydryls) in a process called S-
nitrosylation, producing S-nitrosothiols. It has been reported that
increased levels of S-nitrosylated proteins contribute to the pathogenesis
of septic shock. The aim of the present study was to show that the
denitrosylation of proteins contribute to the improvement in
hemodynamic parameters and to the higher survival of septic animals.
To better understand the role of protein S-nitrosylation/denitrosylation
in sepsis, we used DTNB [5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)], an
oxidizing agent of sulfhydryl groups. Female Wistar rats were treated
with DTNB 30 min before or 4 and 12 h after sepsis induction. Twenty-
four hours after surgery the following data was obtained: aorta response
to phenylephrine, mean arterial pressure, vascular reactivity to
phenylephrine, biochemical markers of organ damage, glycaemic and
hematological parameters, survival and aorta protein nitrosylation
profile, among them, calcium-dependent potassium channels. Sepsis
caused substantial decreases in blood pressure and in the response of
aorta rings and of blood pressure to phenylephrine, as well as increased
plasma levels of organ damage markers, heart rate, hypoglycaemia and
haematological changes, mortality of 60% and S-nitrosylation of aorta
proteins. Treatment with DTNB 12 h after sepsis induction improved
mean arterial pressure, heart rate, reversed the loss of response of aorta
rings and blood pressure to vasoconstrictors, reduced organ damage,
improved hypoglycaemia and hematological parameters, decreased
protein nitrosylation and increased survival to 80%. Our results show
that S-nitrosylation of protein contributes to cardiovascular dysfunction
and to organic injury induced by sepsis. However, the key finding of the
present report is that DTNB-induced protein denitrosylation improves
the host condition even after all physiological responses deranged by
sepsis are in full course.

Keywords: septic shock; nitric oxide; protein denitrosylation; DTNB;
cardiovascular dysfunction.
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1. INTRODUCAO
1.1.Sepse
1.1.1. Conceito

A origem da palavre sepse ¢ documentada pelos gregos ha
2700 anos e significava decomposicao/putrefacio de matéria
organica animal ou vegetal. Pode-se encontrar citagdes nos
poemas de Homero (700 a.C.) e também nas descri¢des de
Hipocrates que a designou como perigoso, odorifero
comprometimento bioldgico que poderia ocorrer no organismo.
Séculos mais tarde, Schottmueller observou que a liberagdo de
agentes patogénicos na corrente sanguinea era responsavel pela
presenga de sinais e sintomas sistémicos (revisado em
GEROULANOS e DOUKA, 2006; NAMAS et al., 2012).

Embora a humanidade tenha o conhecimento da sepse ha
séculos, ainda ha uma grande dificuldade em fazer um
diagnodstico rapido e de encontrar uma abordagem terapéutica
eficaz.

As defini¢gdes de sepse continuam praticamente inalteradas
ha mais de duas décadas. As primeiras defini¢des padronizadas
para identificagdo da sepse no paciente ocorreram na Conferéncia
de Consenso em 1991. Conforme esta Conferéncia, a sepse ¢ uma
sindrome que resulta da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) do
hospedeiro frente a uma infecgio (BONE et al., 1992). A medida
que a gravidade clinica do paciente séptico evolui para um quadro
inflamatdério associado a hipotensdo arterial, hipoperfusdo
tecidual e disfuncdo orgénica, a sepse ¢ definida como sepse
severa.

No momento em que a hipotensdo ¢é refrataria a terapia
volémica e a administracdo de vasopressores, o choque séptico
esta estabelecido, podendo culminar nos casos desfavoraveis com
a disfuncdo de multiplos 6rgdos e morte (Esquema 1; BONE et
al., 1992; DELANO E WARD, 2016).
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Infecgdo  +  SIRS = Sepse
Morte
L
Choque Séptico
Infecgio SIRS Sapss grave
b
Parmsta

Esquema 1: Primeiras definicdes da sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS), sepse, sepse grave e choque séptico.
Na definicdo mais antiga, a sepse era resultado de uma resposta
inflamatoria sist€émica associada a infec¢do bacteriana, viral ou flingica.
De acordo com a antiga definicdo, os sinais e sintomas clinicos do
paciente podem agravar, evoluindo assim para sepse grave, choque
séptico e morte. Adaptado de Bone et al., 1992; Delano e Ward, 2016.

No ano de 2001, uma segunda conferéncia foi realizada
com intuito de melhorar a especificidade das definigdes
acrescendo sinais e sintomas comumente encontrados em
pacientes sépticos. Apesar de ter acrescentado alguns critérios, a
definicdo da primeira conferéncia ainda continuou sendo a mais
utilizada. Para maiores detalhes, estas defini¢cdes estdo ilustradas
na Tabela 1.
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Tabela 1: Definicoes de sindrome da resposta inflamatéria
sistémica, sepse, sepse grave e choque séptico.

Sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS)

Presenca de pelo menos 2 dos seguintes achados:

a) Temperatura central > 38,3° C ou < 36°C;

b) Frequéncia cardiaca > 90 bpm;

c) Frequéncia respiratoria > 20 rpm ou PaCO, < 32 mm Hg ou
necessidade de ventilagdo mecanica;

d) Leucécitos totais > 12.000/mm?* ou < 4.000/mm? ou presenca de >
10% de formas jovens.

Sepse

SIRS acompanhada de processo infeccioso confirmado ou suspeito, sem
necessidade da identificagao do agente infeccioso.

Em caso de cultura negativa:

a) Edema significante ou balango de fluido positivo (20 mL/kg apés 20
horas);

b) Hiperglicemia com auséncia de diabetes (glicose plasmatica > 120
mg/dl);

¢) Marcadores inflamatdrios: procalcitonina ou proteina C reativa, ambos >
2 desvios padrdes além dos valores normais;

d) Saturagdo venosa de O, (SVO,) > 70%

e) Frequéncia cardiaca > 90 bpm

Sepse grave

a) Presenca dos critérios de sepse associada a disfuncdo organica,
hipoperfusio e hipotensao.

b) Hipoperfusio e anormalidades da perfusdo podem incluir, mas ndo
estdo limitadas a:

a) Hipotensdo arterial (pressdo sistdlica < 90 mm Hg, pressdo arterial
média <70 mm Hg);

b) Hipoxemia;

¢) Hiperlactatemia (lactato > 2 mmol/L;)

d) Oligaria;

e) Trombocitopenia e coagulagdo anormal (tempo de ativagio
parcial de tromboplastina > 1 minuto);

f) Alteragdo aguda do estado mental.

Choque séptico

Estado de faléncia circulatéria aguda caracterizada pela persisténcia de
hipotensdo arterial apesar de adequada reposicdo volémica e terapia com
vasopressores

Modificado de Dellinger et al., 2013.
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Essas defini¢Ges, entretanto, foram alvo de criticas devido
ao foco excessivo na inflamagdo e pela demasiada sensibilidade e
falta de especificidade dos critérios da SIRS. Isto se deve porque
frequentemente a dificil diferenciacdo entre SRIS e sepse, pois
nem sempre ¢ clara a presenga da infecgdo. Além disso, pacientes
imunossuprimidos podem apresentar disfuncao orginica e mesmo
choque séptico, sem a presenga de SIRS.

Devido a estas lacunas, recentemente foi organizada uma
nova revisdo desses conceitos pela European Society of Intensive
Care Medicine e Society of Critical Care Medicine durante os
anos de 2014 e 2015 (SINGER et al.,, 2016). Segundo esta
revisdo, durante a sepse ocorre a ativacdo precoce tanto de
respostas pr6- como anti-inflamatdrias, e também alteragdes
importantes em vias ndo imunologicas, tais como cardiovascular,
neuronal, autonémica, hormonal, bioenergética, metabdlica ¢ de
coagulagdo, sendo que todas elas compartilham significancia
prognostica.

De acordo ainda com o 3° Consenso Internacional para
definicdo da sepse (também conhecido como Sepse 3.0), o uso
atual de dois ou mais critérios de SIRS para identificar a sepse foi
considerado como inutil. Isto é baseado no fato de que os critérios
de SIRS estdo presentes em muitos pacientes hospitalizados,
incluindo aqueles que nunca desenvolveram infec¢do. Por outro
lado, alguns pacientes com infeccdo e faléncia de orgdos ndo
possuem o minimo exigido de dois critérios de SIRS para cumprir
a definicao de sepse. Portanto, para atual defini¢do, a sepse deve
ser definida como uma resposta desregulada do hospedeiro frente
a um processo infeccioso associado a disfungdo orgénica.

Portanto, para a nova definigdo, a sepse indica uma
fisiopatologia mais complexa do que a infecgdo associada a uma
resposta inflamatdria sistémica. Como resultado desta nova
terminologia a defini¢cdo de sepse grave se tornou desnecessaria.

A gravidade da disfunc@o de 6rgdos pode ser avaliada por
um aumento da pontuac¢do de dois pontos ou mais na Avaliagdo
Sequencial de Insuficiéncia de Orgdos (SOFA; do inglés
Sequential Organ Failure Assessment). O SOFA quantifica
anormalidades de acordo com achados clinicos, dados
laboratoriais ou intervengdes terap€uticas. A Tabela 2 mostra
com maiores detalhes o escore de avaliacdo da disfuncdo de
orgaos baseado no SOFA.
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Tabela 2: Escore da avaliacio sequencial de insuficiéncia de

orgios (SOFA).
Escore
Sistema 0 1 2 3 4
Respiratério < <200 com <100
Pa0,/F10, 450 <400 <300 suporte com suporte
respiratorio respiratorio
Coagulacio
Plaquetas >
(x10¥uL) 150 | < 150 <100 <50 <20
PAM | PAM Dopamina Dopamina 5._1— Dopamlnav>15<
~70 <70 <5 ou 15 ou adrenalina | ou adrenalina <
Cardiovascular - dobutamina <0.1o0u 0.1 ou
mm mm . .
H H (qualquer noradrenalina < noradrenalina >
g g dose)* 0.1* 0.1*
Sistema Nervoso
Central
(escore da escala 15 13-14 10-12 6.9 <6
de coma de
Glasgow)”
Renal
Creatinina mg/dL | ;5 |9 2.0-3.4 3.5-4.9 >5.0
Diurese (mL/dia) <500 <200
Hepatico 10-
Bilirrubina <1.2 1' 9 2.0-5.9 6.0-11.9 >12.0
mg/dL )

O diagnostico clinico de disfuncdo organica se baseia na variagdo de
dois ou mais pontos no escore. Abreviaturas: FIO,, fracdo de oxigénio
inspirado; PAM, pressdo arterial média; PaO,, pressdo parcial de
oxigénio. *As doses de catecolaminas sdo dadas em pg/kg/min durante
pelo menos 1 hora. “ Escore de escala de Glasgow Coma de 3 a 15;
maior pontuagdo indica melhor fungdo neurologica. Adaptado de Singer
etal., 2016.

O choque séptico ¢ definido como um subconjunto de
sepse em que anormalidades circulatdrias, celulares e metabdlicas
profundas estdo associadas ao maior risco de mortalidade. Neste
estagio da sepse, a disfun¢do de 6rgdos estaria acompanhada por
hipotensdo persistente (< 65 mm Hg) refrataria & terapia com
vasopressores ¢ com nivel de lactato sérico > 2 mmol/L (18
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mg/dL), apesar de reanimagdo volémica adequada (Esquema 2;
DELANO e WARD, 2016.)

Infecgcao

Sepse

Resposta desregulada D|sfun?a°
do hospedeiro de 6rgaos

Esquema 2: O Terceiro Consenso Internacional para definicdes de
Sepse e choque séptico. Para a nova defini¢do os critérios SIRS
possuem especificidade e sensibilidade inadequadas para definir e
diagnosticar a sepse. De acordo com os novos critérios a sepse nao
segue sempre uma progressdo continua e linear a partir de SIRS,
passando pela sepse grave e choque séptico. Foi retirado o termo "sepse
grave" por achar redundante e desnecessario. Em vez disso, o relatdrio
recomenda que a sepse seja definida como uma disfungdo organica
potencialmente fatal, causada por uma resposta do hospedeiro
desregulada a uma infec¢do. Adaptado de Delano e Ward, 2016.

1.1.2.Epidemiologia

Houve progressos significativos na compreensao da sepse,
porém a capacidade de intervir e alterar a trajetdria da doenga tem
sido apenas parcialmente bem-sucedida. Como resultado, a
incidéncia da sepse ainda é alarmante, apesar da mortalidade ter
diminuido em alguns paises como a Australia e Nova Zelandia
(KAUKONEN et al., 2014).

O aumento da incidéncia se deve ao aumento da populagéo
idosa, ao crescente nimero de pacientes imunossuprimidos, ao
aumento de pacientes com enfermidades graves, ao crescimento
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da resisténcia bacteriana e ao aumento no numero de
procedimentos invasivos (ANGUS et al, 2001; RANGEL-
FRAUSTO, 2005; HOTCHKISS et al., 2016).

A sepse ¢ considerada a mais importante causa de
morbidade em unidades de terapia intensiva (UTI). Dados
epidemiolégicos estimaram cerca de 31,5 milhdes de novos casos
anuais de sepse e com mortalidade de 5,3 milhdes por ano no
mundo (FLEISCHMANN et al.,, 2016). Nos Estados Unidos
(EUA) foi identificado um aumento de casos de sepse severa de
415 mil casos no ano 2003 para 700 mil casos em 2007 (LAGU
et al., 2012). Infelizmente no Brasil sdo limitados os dados
epidemiolégicos de maior abrangéncia, mas estima-se que ha
cerca de 400.000 casos anuais de sepse. De acordo com o estudo
BASES (do Inglés, Brazilian Sepsis Epidemiological Study)
aproximadamente a cada 1000 pacientes das unidades de terapia
intensiva (UTIs) brasileiras 57 apresentam sepse por dia (SILVA
etal., 2004).

Um estudo ainda ndo publicado do Instituto Latino-
Americano de Sepse (ILAS) observou que cerca de 230 UTIs
brasileiras apresentaram em apenas um dia 30% dos leitos
ocupados com pacientes com sepse severa ou choque séptico
(CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA/INSTITUTO
LATINO-AMERICANO DE SEPSE, 2015). Além disso, um
estudo conduzido pelo ILAS demonstrou que ha diferenca quanto
ao seguimento dos pacientes em hospitais publicos e privados
(CONDE et al.,, 2013). Conforme este estudo, a letalidade
hospitalar decorrente da sepse ¢ maior em instituigdes publicas
(58,5%) em relagdo as instituicdes privadas (27,5%) e esta
diferenca na mortalidade estaria relacionada com o mais
frequente reconhecimento tardio da sepse em instituigdes
publicas.

E importante ressaltar que os dados epidemiologicos
podem estar sendo subestimados. Em muitos casos,
especialmente em pacientes com doengas cronicas, como cancer,
insuficiéncia cardiaca congestiva e obstrutiva cronica, doenca
pulmonar, o registro oficial da morte frequentemente relata a
doenga subjacente em vez da causa imediata de morte (sepse), o
que pode estar contribuindo para o aumento de subnotificagdes
dos casos de sepse no Brasil e no mundo (MCPHERSON et al.,
2013; HOTCHKISS et al., 2016).
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1.1.3.Fisiopatologia da Sepse

A sepse ¢ geralmente iniciada pelo reconhecimento
simultaneo de multiplos produtos microbianos derivados de
infecgdo e sinais endogenos do hospedeiro (HOTCHKISS et al.,
2016).

A ligagdo de componentes de virus, de fungos ou de
bactérias como lipopolissacarideo (LPS), peptideoglicanos, acido
lipoteicoico e flagelina, comumente chamados de PAMPS
(PAMPs do inglés, Pathogen-Associated Molecular Patterns) aos
Receptores de Reconhecimento de Padrio (PRR’s do inglés,
Pattern Recognition Receptors) induz a ativagdo de um complexo
sistema de sinalizagdo intracelular e leva a expressdo de varias
classes de genes envolvidos na inflamagdo, imunidade adaptativa
e metabolismo celular (CINEL e OPAL, 2009; REINHART et al.,
2012).

Pelo menos quatro familias de PRRs sdo reconhecidas: a
do tipo Toll (TLR, do inglés TollLike Receptors); as proteinas de
repeti¢do ricas em leucina com dominio de oligomerizagdo de
nucledtidos (NOD do inglés, Nucleotide-binding Oligomerization
Domain); a dos receptores tipo RIG-1 (RIG do inglés, retinoic
acid-inducible gene) que atuam no reconhecimento do RNA
viral; os receptores de lectina tipo C (CLR do inglés, C-type
lectin receptor) presentes na superficie de células fagociticas e
atuantes no englobamento de patdégenos (CINEL e OPAL, 2009).

Os sinais inflamatdrios sdo traduzidos por uma série de
moléculas adaptadoras que se ligam aos PRRs e proteinas cinases
e fosfatases que participam da propagagdo do sinal no citoplasma,
resultando na ativacdo de varios fatores de transcrigdo. Esses
fatores incluem o fator nuclear kB (NF-«kB), a proteina ativadora-
1 (AP-1 do inglés, Activator protein 1), proteina de resposta de
crescimento precoce 1 (EGR-1 do inglés, Early growth response
protein 1), e os Sinais Transdutores e Ativadores da Transcri¢do
1 (STAT1 do inglés, Signal transducer and activator of
transcription 1) (HOTCHKISS et al., 2016).

Apb6s o estimulo inicial, ha a ativagdo e recrutamento de
leucocitos aos tecidos. Neutrofilos e macrofagos produzem e
respondem a citocinas, quimiocinas, produtos de ativagdo do
sistema complemento, 6xido nitrico (NO), e outros mediadores.
Este processo pro-inflamatorio por sua vez provoca a liberagao de
poderosos mediadores secundarios como fatores lipidicos e
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espécies reativas de oxigé€nio e nitrogénio que amplificam o
processo inflamatorio (para revisdo ver CINEL e OPAL, 2009;
NDUKA, e PARRILLO, 2011).

O processo infeccioso e a inflamagdo acentuada resultam
na sintese e excrecdo de moléculas liberadas por células
submetidas ao estresse e necrose chamados de padroes
moleculares associados ao dano tecidual (DAMPs do inglés,
Damage-Associated Molecular Pattern). Os DAMPs estimulam
células inflamatorias proximas a produzir mais mediadores
inflamatorios, levando a uma maior liberagcio de DAMPs,
promovendo muitas vezes, a automanuten¢do da inflamagdo
mesmo apods o patoégeno ter sido removido (NANAS et al., 2012;
HOTCHKISS et al., 2016).

Durante a sepse ocorre também producdo de mediadores
anti-inflamatorios, caracterizada por wuma resposta anti-
inflamatdria compensatoria (CARS, do inglés, Compensatory
Anti-inflammatory — Response  Syndrome). Os  principais
mediadores anti-inflamatorios liberados na sepse sdo: a citocina
IL-10, o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) e o TGF-p.
Apesar de estes mediadores contrabalancarem as agdes dos
agentes pro-inflamatodrios, inibindo sua sintese, sua liberagdo ou
antagonizando seus efeitos, estas influéncias anti-inflamatorias
sdo insuficientes para suprimir a automanuten¢do da inflamagao,
ou s3o produzidos em demasia e levam a um estado
imunossuprimido (NANAS et al., 2012).

Simultaneamente, a ativagdo destes receptores imunes,
ativacdo do complemento, sintese de NO e de outros mediadores
inflamatérios tém um efeito profundo na coagulagdo e no
endotélio vascular, levando ao aumento da expressio de
selectinas e moléculas de adesdo, a coagulagdo intravascular
disseminada (CID), ao aumento da permeabilidade vascular e a
vasodilata¢do. Esta disfun¢@o, principalmente microcirculatoria,
contribui para o colapso do sistema cardiovascular e
consequentemente para a fraca perfusdo tecidual (Esquema 3;
para revisdo ver REINHART et al., 2012).
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Esquema 3: Visdo geral e simplificada da fisiopatologia sepse. Um
insulto desencadeia a libertagdo de PAMPs (padrdes moleculares
associados ao patdgeno) e/ou DAMPs (padrdes moleculares associados
ao dano), que sdo detectados pelo sistema do complemento, pelos PRRs
(receptores de reconhecimento de padrdes) e outros. Estes sensores
podem funcionar como efetores para modular a resposta imune através
de varios mediadores ou Dbiomarcadores pro-anti-inflamatdrios
diferentes. Como resultado, a agressdo pode ser resolvida ou ndo, ¢ a
funcdo do orgdo pode ser temporariamente ou permanentemente
prejudicada. Abreviaturas: LPS, lipopolissacarideo; LTA, acido
lipoteicdico; HMGBI, proteina B1 do grupo de alta mobilidade; C5a e
C3a, componentes 5a ¢ 3a do sistema complemento; C5aR, proteina
receptora C5a; C5b-9, complexo de complemento terminal; aPPT, tempo
de tromboplastina parcial ativada; ELAM-1, molécula de adesdo
leucocitaria endotelial 1; ICAM-1, molécula de adesdo intercelular 1;
CRP, proteina C reativa; LBP, proteina ligadora de LPS; EROs, espécie
reativas de oxigénio; ERNs, espécies reativas de nitrogénio; IL-6,
interleucina-6; IL-8, interleucina-8; IL-4, interleucina-4; IL-10,
interleucina-10; MIF, fator inibidor da migracdo de macrofagos; TNFs,
fator de necrose tumoral soluvel; CD64 ¢ CD48, cluster de diferenciacdo
64 ¢ 48; CID, coagulagdo intravascular disseminada. Modificado de
Reinhart et al., 2012.
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1.1.4.Disfuncéio cardiovascular na sepse

Durante a sepse ocorrem alteragdes profundas da
homeostase cardiovascular sendo caracterizada por uma
combinacdo de hipovolemia, diminui¢do do tonus vascular e
depressdo miocardica. Como resultado, a perfusdo tecidual e a
oxigenacdo celular sdo gravemente perturbadas, o que resulta em
lesoes celulares, disfungdo de miltiplos 6rgdos e morte (revisado
em FERNANDES e ASSREUY, 2008; SHARAWY, 2014).

A produgdo desregulada de mediadores lipidicos como
eicosanoides e fatores de ativacao plaquetaria, bem como radicais
de oxigénio e nitrogénio conduz a vasodilatacdo, disfungdo
vascular (revisado em FERNANDES e ASSREUY, 2008;
KIMMOUN et al.,, 2013; SHARAWY, 2014), aumento da
permeabilidade vascular e hipovolemia (revisado em
HOLLENBERG et al., 2007; OPAL e VAN DER POLL, 2015).
Acredita-se que a reduc@o da resisténcia vascular periférica seja
um fator-chave responsavel pela morte de pacientes com choque
séptico (GROENEVELD et al, 1986). A diminui¢do da
resisténcia vascular periférica promove uma progressiva
hipotensdo arterial, que durante o choque ¢é refrataria a expansao
volémica adequada e apresenta uma menor sensibilidade aos
agentes vasopressores, tais como catecolaminas, vasopressina,
angiotensina II e serotonina (revisado em LEVY et al., 2010).

A progressao da hipotensdo arterial resulta no aumento do
débito cardiaco que, associado ao processo inflamatorio, pode
contribuir para o dano do miocardio e comprometimento da sua
funcdo, o que resulta na redugdo da contragdo e do relaxamento
cardiaco (ROSSI et al., 2007; POELAERT et al., 2010).

O NO ¢ um dos principais responsaveis pela disfunc¢do
cardiovascular durante a sepse. Trabalhos mostraram que a
produgdo excessiva de NO na sepse induz a importantes
altera¢cdes hemodindmicas, como a hipotensdo arterial grave, a
hiporreatividade a vasoconstritores (SZABO et al.,, 1993;
MACMICKING et al., 1995; GUNNETT et al., 1998; GOCAN et
al., 2000; FERNANDES et al., 2009; NARDI et al., 2014), ao
aumento da permeabilidade vascular (HOLLENBERG et al.,
2007) e alteragdes no funcionamento cardiaco (ROSSI et al.,
2007).
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As primeiras evidéncias de que o NO teria um
envolvimento na sepse vieram com a observagdo de niveis
elevados de nitrato e nitrito em pacientes sépticos (OCHOA et al.,
1991). No mesmo periodo, foi observado que o LPS induz o
aumento da expressdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida
(NOS-2) em varios tipos celulares, como células endoteliais,
hepatocitos, células da musculatura lisa vascular, células renais,
midcitos e fibroblastos (MONCADA et al., 1991). Além da
NOS-2, estudos mostraram que o aumento da expressdo da
enzima Oxido nitrico sintase neuronal (NOS-1, NARDI et al.,
2014) e da enzima oOxido nitrico sintase endotelial (NOS-3,
ARAUJO et al, 2012) durante a sepse, contribuem para a
manutencdo de niveis aumentados de NO em tempos tardios,
quando a NOS-2 ndo estd sendo mais expressa. Adicionado a
isso, foi observado que a inibigdo ndo seletiva das NOS
(KILBOURN et al., 1990; SZABO et al., 1993), como também a
inibi¢do seletiva das NOS-2 (O'BRIEN et al., 2001), diminuiu a
hipotensdo e a hiporreatividade a vasoconstritores (WU et al.,
1995).

Além da participagdo do NO produzido pelas NOS para o
agravamento do quadro séptico, foi observado que animais
endotoxémicos tratados com azul de metileno, um inibidor ndo
seletivo da guanilato ciclase soluvel (GCs), tem diminuicao da
hipotensdo e da hiporreatividade a vasoconstritores (KEANEY et
al., 1994). Posteriormente foi demonstrado que durante a sepse
ocorre o aumento da expressdo da GCs e consequente produgéo
de GMPc, nas fases tardias. Consequentemente, a melhora da
fungdo cardiovascular associada a administra¢do de inibidores da
GCs ¢ observada nos periodos mais tardios, quando a expressdo
da GCs esta aumentada (FERNANDES et al., 2009).

Além da participagdo da GCs, os canais de potassio
também estdo envolvidos nos efeitos do NO, tanto nos periodos
iniciais como tardios da sepse. Da Silva-Santos e colaboradores
(2002) observaram que o prejuizo da contratilidade vascular em
animais endotoxémicos esta relacionado com a ativacgdo
excessiva dos canais de potassio sensiveis ao ATP (KATP), uma
vez que a glibenclamida e o tetractilamoénio (TEA) restauraram a
reatividade vascular a vasoconstritores. Somando-se a isso, Sordi
e colaboradores (2010) mostraram que o TEA, além de melhorar
a funcdo cardiovascular ¢ a disfun¢do orgéanica, contribui para a
diminuigdo da expressdo da NOS-2 em ratos sépticos. Esta
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importante relagdo do NO e canais de potassio foi observada
igualmente em outros trabalhos, os quais demonstraram que o
aumento da produgdo de NO durante a sepse é responsavel pelo
aumento da expressdo de KATP (CZAIKA et al., 2000; COLLIN
etal., 2011).

1.2.0xido Nitrico

O NO ¢ uma molécula estruturalmente simples que
endogenamente exerce funcdes de efetor e de segundo
mensageiro.

Este gas ¢ sintetizado a partir da oxidagdo do aminoacido
L-arginina por um grupo de enzimas conhecidas como ¢xido
nitrico sintases (NOS). Ha trés isoformas, NOS-1, NOS-2 ¢ a
NOS-3. Todas as trés enzimas sdo cataliticamente ativas quando
dimerizadas e requerem além de L-arginina e oxigénio molecular,
alguns cofatores como nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH), dinucleotideo de flavina e adenina (FAD),
monucleotideo de flavina (FMN) e tetrahidrobiopterina (THB4)
(para revisio ver ALDERTON, 2001; FORSTERMANN e
SESSA, 2012).

Foi reportado inicialmente que a NOS-1 e a NOS-3 sdo
constitutivamente expressas, produzindo NO em resposta ao
influxo de calcio extracelular. A NOS-2, por outro lado, é
induzida em resposta ao estresse celular tais como estimulos
inflamatdrios, presenga de endotoxinas bacterianas e hipdxia,
mesmo com niveis basais de calcio intracelular (para revisdo ver
TSUTSUI et al., 2015). Estudos revelaram, no entanto, que a
expressdo das NOS-1 e NOS-3 também esta sujeita a regulagdo
transcricional (ARAUJO et al., 2012; NARDI et al., 2014), e que
a NOS-2 igualmente & expressa sob condigdes fisiologicas
(PARK et al., 1996). Uma diferenca relevante entre as trés
isoformas estd relacionada a sua atividade catalitica. As
isoformas NOS-1 ¢ NOS-3 produzem NO de maneira pulsatil e
geram concentragdes nanomolar e por pouco tempo (segundos a
minutos). Em contrapartida, a NOS-2 produz NO de modo
continuo e geram concentragdes micromolar durante longos
periodos de tempo (para revisio ver ALDERTON, 2001;
TSUTSUI et al., 2015).
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O NO produzido pelas NOS participa de muitos
processos biologicos como vasodilatagdo e manutencdo do tonus
vascular (PALMER et al., 1987), inibi¢do da adesdo e agregacao
plaquetaria (MELLION et al., 1981), neurobiologia da memoria
(HOLSCHER e ROSE, 1992) e modulagio da nocicepgio
(HALEY et al., 1992). O NO também ¢é produzido durante a
resposta inflamatoria por macréfagos e outras células do sistema
imune, contribuindo para a citotoxidade contra células tumorais,
bactérias, virus e outros micro-organismos (para revisao ver
STUEHR e MARLETTA, 1985; SCOTT et al., 2001). Entretanto,
a liberacdo excessiva do NO, bem como a diminui¢do da sua
biodisponibilidade esta relacionada ndo somente com a sepse,
mas também com outras patologias como neurodegeneracdo
(NAKAMURA et al., 2007), diabetes (KANEKI et al., 2007),
cancer (AMBS et al.,, 1998) e hipertensdo (TSCHUDI et al.,
1996).

Uma das maneiras pelas quais o0 NO exerce suas fungdes
¢ através da ativacdo da GCs e abertura de canais de potassio. A
interagdo do NO com a GCs resulta na sintese de GMPc que, por
sua vez, ird estimular a proteina quinase dependente de GMPc
(PKG), dando inicio & uma das cascatas de fosforilagdo proteica
(RAPOPORT ¢ MURAD, 1993). O NO também induz a abertura
dos canais de potassio por meio da fosforilagdo mediada pela
PKG (HIRSCH e SCHLATTER, 1995) ou através da S-
nitrosilagdo dos residuos de cisteina presentes nestes canais
(BOLOTINA et al., 1994). Neste caso, a abertura dos canais de
potassio e a consequente hiperpolarizacdo celular induz o
fechamento dos canais de calcio e a reducdo da concentragdo
intracelular de célcio.

Diferentes concentragdes de NO podem afetar distintas
vias de sinalizagdo e, muitas vezes de maneira antagdnica
(Esquema 4). Por exemplo, concentragdes na faixa picomolar e
nanomolar de NO ja sdo suficientes para ativar a GCs, promover
reac¢Oes antioxidantes e nitrosilar residuos de cisteina. Neste caso,
baixas concentragdes de NO estdo relacionadas com a sinaliza¢do
fisiologica, tais como, regulagdo do tonus vascular,
neurotransmissdo e com efeitos anti-apoptoticos. Por outro lado,
niveis intermediarios e altos, de NO podem resultar em
hipotensdo arterial, neurodegeneragdo, inflamag¢do e apoptose.
Neste caso, o NO pode afetar ndo apenas o DNA celular, como
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também atingir de maneira desregulada alvos proteicos (para
revisdo ver THOMAS et al., 2015).

Parte da alta diversidade e complexidade dos efeitos do
NO esto relacionados a sua natureza quimica. O NO possui um
elétron ndo emparelhado, o que lhe confere carater radicalar.
Possui tempo de meia-vida in vitro em torno de 100 ms e in vivo
de 6 s. Especula-se que esta discrepancia do tempo de meia-vida
estaria relacionada, em parte, com a formagdo in vivo de
reservatorios moleculares de NO, o que evitaria a sua inativagao
(BRADLEY etal., 2013).

Além disso, o NO apresenta variagdes no numero de
elétrons nos orbitais atdmicos, determinando a existéncia de
diferentes formas redox como NO- (radical mondxido de
nitrogénio), o NO" (cation nitrosonio) e o NO™ (anion nitroxil),
com diferentes propriedades quimicas e distintos alvos
moleculares.

Por ser um radical livre, o NO pode reagir com outros
radicais e moléculas, formando espécies tdo ou mais
biologicamente ativas que a molécula original. Desta forma, o
NO pode reagir com outras moléculas, como o oxigénio
molecular (O,), formando diéxido de nitrogénio (NO,) e trioxido
de dinitrogénio (N,O3). Estes por sua vez, podem ser transferidos
para uma variedade de nucleofilos presentes em biomoléculas tais
como aminas e tidis, levando a formagdo de N-nitrosaminas e S-
nitrosotidis, respectivamente (LIM et al., 2008; THOMAS et al.,
2015). Outra via importante é a formagdo de complexos nitrosil-
metalicos, a partir da reacdo direta do NO com metais de
transicdo como ocorre com a hemoglobina, GCs e citocromo
oxidase, os quais contém ferro no grupamento heme. O NO pode
ainda reagir com anion superoxido (O;), gerado pelas NADPH
oxidases, formando o anion peroxinitrito (ONOO’). O ONOO’
por sua vez, pode produzir o radical hidroxila (OH’), NO,
(nitrito) e NO; (nitrato) e ainda, promover a nitragdo de
proteinas (LIM et al., 2008). Alternativamente, o nitrito pode ser
protonado em pH baixo (< 3) e formar novamente o NO
(MCKNIGHT et al.,, 1997, THOMAS et al., 2015) ou ser
convertido enzimaticamente através da mieloperoxidase e
lactoperoxidase, para formar N,O;, o qual pode por sua vez,
promover a S-nitrosilagdo de proteinas (COSBY et al., 2003;
STAMLER et al., 1992).
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Esquema 4: Os efeitos pleitropicos de diferentes concentracoes do
NO que contribuem para distintas propriedades e sinalizacdes. Em
condigdes fisiologicas a NOS-1 e a NOS-3 produzem concentra¢des
pequenas de NO, suficiente para reagir com ions metais e proteinas com
residuos de cisteina. Por outro lado, em condi¢des patologicas,
concentragdes intermedidrias e elevadas de NO produzida pela NOS-2
podem promover dano ao DNA, ativar a p53 e alterar a estrutura e
funcionamento de proteinas. Abreviaturas: EROs, espécies reativas de
oxigénio; COX, ciclo-oxigenase; ONOQ', radical peroxinitrito; HNO,,
acido nitroso; N,O;, trioxido de dinitrogénio; GCs, guanilato ciclase
soluvel; CYP, citocromo oxidase; Hb, Hemoglobina.

1.2.1. S-nitrosilacgiio de proteinas

O envolvimento da S-nitrosilagdo de proteinas em diversos
processos regulatdrios tem despertado a atencdo da comunidade
cientifica nos ultimos anos (LIU et al., 2004; CUTLER et al.,
2012; QUEQUEN et al., 2016).

Os primeiros indicios da participacdo da S-nitrosilagdo em
processos bioldgicos surgiram através de investigacdes in vitro da
ativacdo da GCs por compostos nitrosos (grupamentos que
possuem NO ligado a um radical orgénico) e nitrosil-metalicos
(IGNARRO et al., 1980). No entanto, somente em 1992 foram
encontradas concentragbes na ordem de micromolar de
nitrosoalbumina (albumina nitrosilada) na circulagdo (STAMLER
et al., 1992). No ano seguinte, foi descoberta a primeira evidéncia
do envolvimento da S-nitrosilagdo na sinalizagdo celular quando
Stamler e Lipton observaram que a S-nitrosilagdo dos receptores
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NMDA (receptor N-metil-D-aspartato de glutamato) regula sua
atividade (LIPTON et al., 1993).

De maneira simplificada, podemos definir a S-nitrosilagdo
como uma reagdo reversivel entre o NO e a sulfidrila (tiol) de um
residuo de cisteina, levando a formagdo de SNO (S-nitrosotiol)
(Esquema 5A).

Ja foram encontrados SNO em quase todos os tipos de
amostras  biologicas, como tecido vascular, plaquetas,
macrofagos, rins, figado, coragdo e cérebro (para revisdo ver
NAKAMURA et al., 2013). Além da sua ampla localizacdo, a
concentracdo endogena de SNO pode variar de nanomolar a
micromolar. Os SNO podem ser encontrados com baixo peso
molecular, tal como S-nitrosoglutationa (GSNO), S-
nitrosocisteina (CisNO), e S-nitrosohomocisteina (HCisNO),
além de proteinas nitrosiladas de alto peso molecular como a
nitrosoalbumina e nitrosohemoglobina (hemoglobina nitrosilada)
(HESS et al., 2005; Nakamura et al., 2013).

Por serem mais estaveis, os SNO preservam a bioatividade
e aumentam o tempo de meia-vida do NO, sendo que alguns SNO
podem apresentar meia-vida de minutos, horas ou até mesmo dias
nos sistemas biologicos (STAMLER et al.,1992; HESS et al,,
2005). Além de implicar na formagdo de reservatorios de NO, a
S-nitrosilagdo pode levar a modificagdes da funcdo proteica. Esta
modificagdo ainda conta com o critério da reversibilidade, o qual
¢ essencial para muitos eventos de sinalizagdo celular (para
revisdo ver FOSTER et al., 2003; NAKAMURA et al., 2013).

Os SNO, depois de formados, podem ser complexados a
albumina e/ou hemoglobina dos eritrocitos e desta maneira,
transportados, podendo assim, atuar longe do sitio onde foram
gerados (HESS et al., 2005).

A S-nitrosilagdo possui uma natureza dicotdmica, reflexo
do seu envolvimento tanto como um agente protetor e regulador
fisiolégico, quanto como um agente toxico, promovendo ampla
desorganizagdo  bioldégica. O  equilibrio/desequilibrio  da
concentra¢cdo de SNO pode determinar a saude como também a
doenga (ANAND e STAMLER, 2012).

Tem sido mostrado que SNO podem ser encontrados em
diferentes compartimentos celulares como na membrana celular,
no reticulo endoplasmatico, no complexo de Golgi, na
mitocdndria, no citosol ¢ no nucleo. Além da sua ampla
localizagdo celular, a S-nitrosilagdo regula a atividade de enzimas
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metabolicas, como as oxidorredutases, as cinases, as proteases e
as fosfatases. Igualmente, regula proteinas da cadeia respiratoria
(receptores, canais i6nicos e transportadores), citoesqueleto e
componentes estruturais, chaperonas, fatores de transcri¢ao (HIF-
la, AP1, NF-«kB, Hsp90) e proteinas G (HESS et al., 2005;
ANAND e STAMLER, 2012).

A regulacdo da sinalizagdo celular mediada pela S-
nitrosilagdo foi encontrada em todos os sistemas fisiologicos. Um
nimero crescente de trabalhos vem mostrando que o sistema
cardiovascular ¢ fortemente regulado pela S-nitrosilagdo. Um
exemplo classico ¢ a regulagdo da via de sinalizagdo [,-
adrenérgica através da S-nitrosilagdo da GRK2 (proteina cinase
de receptores acoplados a proteina G) e da B-arrestina 2 cardiaca.
Durante a estimulag@o ,-adrenérgica ocorre o aumento da sintese
de NO, mediada pela NOS-3, e consequente S-nitrosilacdo da
GRK2. Com a S-nitrosilagdo, a capacidade da GRK-2 de
fosforilar o receptor P,-adrenérgico ¢ inibida (WHALEN et al.,
2007) bem como a ligagdo da P-arrestina com a clatrina ¢
facilitada (OZAWA et al., 2008).Por conseguinte, a
dessensibilizacdo do receptor ¢ inibida

Foi identificado também, que a S-nitrosilagdo de canais de
potassio sensiveis a calcio (BKc,) (BOLOTINA et al., 1994),
sensiveis ao ATP (KATP) (KAWANO et al., 2009), de
retificagio interna (KiR) (GOMEZ et al., 2009) e voltagem
dependentes (Kv) (ASADA et al., 2009), desempenha papel
essencial na regulacdo da atividade destes canais, promovendo
sua abertura e a extrusdo de potassio para o meio extracelular.

A comunicagdo celular e a permeabilidade vascular
também sdo reguladas por mecanismos de S-nitrosilagdo. Straub
e colaboradores (2011) mostraram que a S-nitrosilagdo e a
desnitrosilagdo da conexina 43, presente nas jungodes
mioendoteliais, regula a comunicagdo entre as células endoteliais
e células musculares lisas vasculares. Foi demonstrado que
durante uma resposta inflamatdria, a S-nitrosilagdo da [-catenina
e da catenina p120 mediada pela NOS-3 induz a desorganizagao
destas proteinas e aumenta, desta forma, a permeabilidade e o
extravasamento vascular (THIBEAULT et al., 2010; MARIN et
al., 2012). Outras proteinas importantes para o funcionamento
cardiovascular também s3o reguladas pela S-nitrosilagdo tais
como: GCs, NOS-3, miosina, canais de calcio tipo L, dinamina e
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receptores de rianodina (cardiaco e vascular) (para revisdo ver
HALDAR e STAMLER, 2013).

Do mesmo modo, podemos encontrar o envolvimento da
S-nitrosilagdo na regulagdo da imunidade inata e adquirida
(MARSHALL et al., 2001; KELLEHER et al., 2007) no
desenvolvimento (OKAMOTO E LIPTON, 2015) e na regulagdo
do sistema nervoso (WANG et al, 2015), na indugdo da
nocicepc¢do (LU et al., 2011), na regulacdo do reparo do DNA
(CHI-HUI et al., 2012), na fun¢do mitocondrial (SUN et al.,
2007; CHOUCHANI et al., 2010), como também na regulacao da
fungdo hepatica (RODRIGUEZ-ORTIGOSA et al., 2014).

Alteragdes nos niveis de SNO enddgenos podem provocar
o mau funcionamento celular e, consequentemente, gerar
doengas. Foi demonstrado, por exemplo, que o aumento de
concentra¢des plasmaticas de SNO pode servir de progndstico de
disfun¢des cardiovasculares em pacientes com insuficiéncia renal
(MASSY et al., 2004). Além disso, foi observado que a S-
nitrosilagdo da troponina cardiaca pode contribuir para o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca congestiva (CANTON
et al.,, 2010). Por outro lado, a deficiéncia da NOS-1 em
camundongos knockout diminui a S-nitrosilacdo do receptor de
rianodina, do canal de célcio tipo L e da Ca®*-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA) no coragdo. Em decorréncia da falta de
S-nitrosila¢do desses alvos, ocorre o aumento da contratilidade
cardiaca e do potencial de agdo da membrana dos cardiomiocitos,
induzindo insuficiéncia e arritmia cardiacas (GONZALEZ et al.,
2007; GONZALEZ et al., 2010).

Além de estar relacionado com o desenvolvimento de
disfungdes cardiacas, foi observado o envolvimento da S-
nitrosilacdo em outras patologias tais como diabetes
(CARVALHO-FILHO et al., 2005; PAULI et al., 2008),
isquemia cerebral (GU et al., 2002; MIAO et al., 2015), doenca
de Parkinson (SUNICO et al., 2013), doen¢a de Alzheimer (CHO
et al., 2009), cancer (CALMELS et al., 1997, RAHMAN et al.,
2010; GUAN et al., 2012) como também com a sepse (LIU et al.,
2004).
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1.2.2. S-nitrosilacio de proteinas: Mecanismos e
especificidade

Muitos mecanismos de S-nitrosila¢io vém sendo
propostos, incluindo:

a) Reacdo do NO' com o grupamento tiol de um residuo de
cisteina (Esquema 5A). O estado redox NO" pode ser gerado pela
presenca de ions metais, como também a partir de doadores de
NO (LIM et al., 2008);

b) Reagdo de transnitrosilagdo (Esquema 5B). Ocorre quando
tidis captam o NO a partir de S-nitrosoproteinas ou de outros
SNO de baixo peso molecular, permitindo a transferéncia de NO
entre residuos de cisteina. Em seguida, o anion tiolato promove
um ataque nucleofilico no nitrogénio do S-nitrosotiol, resultando
em um composto intermediario (dissulfeto de nitrosil) que decai
para tiolato e nitrosotiol. Esta transferéncia de NO ¢ determinada
principalmente pela diferenca redox entre a nitrosocisteina e a sua
proteina vizinha que contém um tiol livre (SCHARFSTEIN et al.,
1994; NAKAMURA e LIPTON, 2013). Isto sugere que além da
producdo de NO, a interagdo proteina-proteina pode favorecer a
formagdo de nitrosoproteinas e regular, desse modo, vias SNO de
sinalizagdo celular;

¢) Formagdo do radical tiil ou tiol (RS’) (Esquema 5C). A
associagao fisica entre duas proteinas e radicais livres de oxigénio
altera o estado redox de aminoacidos e, consequentemente facilita
a formagdo de uma proteina reativa com radical tiil, a qual ¢ mais
suscetivel a S-nitrosilagdo. Este radical por sua vez, se comporta
como um nucleodfilo e reage com NOe resultando a formagao
SNO (EVANGELISTA et al., 2013);

d) Formagdo da espécie nitrosilante N,O3; (Esquema 5D). O
N,O; age como um agente de transferéncia de NO' para as
sulfidrilas livres. Porém, para que haja a formagdo de N,O3, é
necessario que o NO esteja em quantidades suficientes para
interagir com O,. Entretanto, devido ao ambiente redutor celular
e a cinética quimica, concentragdes milimolar de NO sdo
necessarias para produzir concentragdes femtomolar de N,Os.
Consequentemente, a relevancia bioldgica deste mecanismo pode
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estar limitada a alguns microambientes celulares. O ambiente
hidrofébico das membranas celulares (membrana plasmatica,
membrana mitocondrial e nuclear) facilita a difusdo de NO™ e O,
e, por conseguinte resulta em maior taxa de reagdo, favorecendo a
formacio de N,O; (MOLLER et al., 2007; LIM et al., 2008;
SMITH e MARLETTA et al., 2012);

Acidificagao do nitrito (Esquema 5D). Em condi¢des de baixo pH
celular, o nitrito sofre protonagdo formando o agente nitrosilante
N,0;. Esta reacdo pode ocorrer, por exemplo, durante condigdes
de isquemia.

A D .
NO
SH ot SNO ?,-t:.@( 0, 1
3 ',E#r . o '\ \02 .ND
NO* + RS-H' —» RSNO y h
NOp /=== Noz

B : N
SNO SH SH SNO N //
= N0, ===N,0, | ¥
|

R1-5-NO* + R2§-H* — R1-SH + R2-SNO m/

]

RSH —» RS’ —=> RSNO
NO'

Esquema 5: Formacio de S-nitrosotidis. A. O cation nitrosdnio reage
com as sulfidrilas livres na presenga de elétrons aceptores formando S-
nitrosotiois. B. A nitrosilagdo pode ocorrer através da transnitrosilagdo
na qual o NO de um S-nitrosotiol ¢é transferido para outra proteina com
sulfidrila livre. C. O radical tiil (RS") reage com NO' e forma uma SNO.
D. Em ambiente hidrofébico das membranas celulares ocorre a reagdo
entre NO" e O, o que leva a formagdo do NO, e N,O; € a posterior S-
nitrosilagdo de proteinas. O nitrito pode ainda ser protonado levando a
formacdo de N,O; facilitando a S-nitrosilagdo (Adaptado de Moller et
al., 2007; Evangelista et al., 2013).

Embora muitos tipos celulares expressem NOS e a maioria
das proteinas endogenas possuam residuos de cisteina, a S-
nitrosilagdo ndo ocorre em todos os tidis livres. Um exemplo
tipico € o canal de calcio sensivel a rianodina, presente em células
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musculares, que possui 50 tidis livres em sua estrutura, mas
somente um deles sofre S-nitrosilagdo (EU et al., 2000). Portanto,
para que a reagdo se processe, caracteristicas especificas devem
existir, tais como grau de ionizag¢do do tiol (nucleofilicidade) e
compartimentalizac¢ao hidrofobica.

A proximidade com residuos de aminoacidos basicos
(arginina, histidina e lisina) e aminodcidos acidos (aspartato e
glutamato), como também a coordenagdo e interagdes
eletrostaticas com aminoacidos com cadeias laterais aromaticas
sdo fatores que promovem a ionizagdo de tidis (STAMLER et al.,
1997). Além disso, Nedospasov e colaboradores (2000)
demonstraram que ambientes de alta hidrofobicidade dentro de
proteinas promovem S-nitrosilagdo de residuos de cisteina por
concentrar mais NO e oxigénio molecular de natureza lipofilica, o
que permite a formagdo de espécies nitrosantes eficazes (N,O3),
precisamente no local de wum tiol hidrofébico. Esta
compartimentalizagdo hidrofébica pode surgir a partir de
estrutura terciria de proteinas e/ou interagdes proteina-proteina.

Apesar de estas caracteristicas bioquimicas serem
importantes para a formacdo de SNO, elas podem ocorrer na
maioria das proteinas in vivo, e, portanto, ndo podem ser
completamente responsaveis pela S-nitrosilagdo. Marino e
Gladyshev (2010) afirmaram que a proximidade com
aminoacidos basicos e acidos, bem como a hidrofobicidade ndo
sdo suficientes para explicar a S-nitrosilacdo. Contudo, eles
observaram que além da aproximagdo fisica com as NOS
aminoacidos com cadeias laterais acidas e basicas com distancias
pequenas entre si (cerca de 8 A) facilitam a interagio proteina-
proteina promovendo a transnitrosilaco.

1.2.3.Desnitrosilagdo de proteinas

Uma caracteristica importante da S-nitrosilagdo de
proteinas ¢ o seu caréter reversivel. E através desta caracteristica
que muitos mecanismos de sinalizag@o celular sdo processados.

Em relacdo ao mecanismo, a desnitrosilagdo de proteinas
pode ocorrer por duas maneiras distintas: por agdo ndo-
enzimatica e enzimatica.

Exposicao ao calor, luz, presenga de metais de transicao
(ex: Fe**, Cu®), alteragdes no pH, bem como agentes redutores e
oxidantes, sdo fatores que prédispdem a liberacdo de NO por
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decomposi¢do de S-nitrosotidis (MARTINEZ-RUIZ et al., 2013).
Dados ainda nio publicados do nosso laboratoério mostraram, por
exemplo, que a desnitrosilagdo de proteinas induzida por um
agente oxidante de sulfidrilas, o DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-2-
nitrobenzobico), reverte a hiporreatividade a vasoconstritores em
anéis de aortas incubadas com doador de NO (SNAP, S-nitroso-
N-acetil-DL-penicilamina) (TERLUK, 2005) e melhora a
resposta pressora a fenilefrina de animais previamente infundidos
com doadores de NO (BENEDET, 2013).

Estudos vém mostrando que enzimas desnitrosilases
regulam a catalise de SNO in vitro, como por exemplo, a xantina
oxidase, a gama-glutamil transpeptidase, a carbonil redutase, a
proteina isomerase de dissulfito e a glutationa peroxidase.
Entretanto, a participacdo fisiologica destas enzimas na remog¢ao
do NO de SNO ainda nao esta clara (ANAND e STAMLER,
2012). Por outro lado, evidéncias mostram que a S-
nitrosoglutationa redutase (GSNOR) (WHALEN et al., 2007;
SIPS et al., 2013), a tiorredoxina redutase (TrxR) (BENHAR et
al., 2008; OZAWA et al.,2008), a ceruloplasmina (MANI et al.,
2004) e a S-nitroso-CoA redutase (ANAND et al., 2014) sdo
cruciais para a regulagdo de SNO endogenos. Estas
desnitrosilases contribuem para limitar a agdo de S-nitrosotiois
protegendo a célula de uma S-nitrosilagdo desregulada
(MARTINEZ-RUIZ et al., 2013).

1.2.4. A S-nitrosilacio de proteinas na sepse

Os primeiros indicios da contribuicdo da S-nitrosilagao
para a patogénese e a piora do quadro séptico vieram através do
trabalho de Westenberger e colaboradores (1990), ao observarem
o aumento da S-nitrosilagdo do grupamento heme da
hemoglobina em ratos sépticos. Posteriormente, Jourd’heuil e
colaboradores (2000) mostraram que 5 horas apds a
administragdo de LPS ha aumento de cerca de 25 vezes dos niveis
de nitrosohemoglobina (SNO-HD) circulantes, a0 mesmo tempo
que triplica a concentracdo plasmatica de nitrosoalbumina em
ratos endotoxémicos. Estes autores igualmente verificaram o
aumento da SNO-Hb circulantes em pacientes sépticos. A
formagdo de SNO-Hb ¢é importante fonte de NO endogeno,
responsavel pelo transporte de NO para todo o organismo, ¢ sua
produgdo contribui para o vasorelaxamento e manutengdo da
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pressdo arterial (JIA et al., 1996). No entanto, niveis elevados de
SNO-Hb podem comprometer a manutengdo do tonus vascular
resultando em hipotensao arterial grave (LIU et al., 2004).

Estudos apontam que a S-nitrosilagdo de proteinas também
estd relacionada com a depressdo miocardica séptica. Sips e
colaboradores  (2013) demonstraram que camundongos
endotoxémicos com prejuizo da fungdo cardiaca apresentam
aumento dos niveis de proteinas cardiacas nitrosiladas. Além
disso, os autores mostraram que animais transgénicos que
expressam niveis elevados da GSNOR possuem niveis
diminuidos de proteinas cardiacas nitrosiladas, fungdo cardiaca
preservada, e aumento da sobrevivéncia apos serem submetidos a
endotoxemia. Por outro lado, um estudo realizado por Liu e
colaboradores (2004) mostrou que camundongos knockout para a
GSNOR apresentam hipotensio arterial espontdnea ¢ uma maior
taxa de mortalidade quando desafiados pelo LPS ou submetidos
ao CLP.

Além do envolvimento na disfun¢do cardiovascular
séptica, trabalhos mostraram que a S-nitrosilagdo participa de
outros aspectos fisiopatologicos. KUPER e colaboradores (2012)
verificaram que o comprometimento da fung¢do renal durante a
sepse estaria relacionado com a S-nitrosilagdo do fator nuclear de
células T ativadas 5 (NFATS). Foi observado que receptores
CD40 de macrofagos inativos de camundongos e mondcitos
humanos estariam constitutivamente nitrosilados, mas passariam
para o estado desnitrosilado durante a sepse, sendo que esta
desnitrosilagdo do receptor levaria ao comprometimento de sua
fungdo (GODOY et al., 2010). Por outro lado, o aumento da S-
nitrosilacdo durante a sepse induz a degrada¢do da proteina
cinase LKB1 (LKB1, do inglés Liver Kinase Bl) de macrofagos
de camundongos, e contribui desta forma, para o desequilibrio da
resposta inflamatoria (LIU et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Nao resta duvida que o NO ¢ um dos principais
mediadores responsaveis pela patogénese da sepse. Porém, apesar
do uso de inibidores das NOS e da GCs melhorarem varios
aspectos hemodinadmicos em modelos animais, 0 seu uso na
clinica ndo surtiu nenhum efeito positivo na sobrevida de
pacientes sépticos, embora a hipotensdo fosse melhorada. Se a
falha destes ensaios clinicos esta relacionada com o fracasso da
estratégia de inibicdo das NOS e da GCs ou se fatores como
dosagem, tempo e seletividade dos inibidores foram importantes,
ainda ndo estd totalmente esclarecido. Além disso, em nenhum
momento estes ensaios consideraram um ponto relevante: a S-
nitrosilagdo de proteinas.

A S-nitrosilagdo apresenta um papel importante (¢ pouco
explorado) para a piora do quadro séptico, porque além de poder
modificar a estrutura e a fungdo de proteinas, prolonga os efeitos
do NO, mesmo quando a expressdo das NOS estd em niveis
basais. Isto poderia explicar, talvez, o motivo dos inibidores da
NOS e da GCs ndo surtirem efeitos positivos em tempos tardios
da sepse porque o excesso de NO produzido em tempos iniciais ja
foi suficiente para S-nitrosilar proteinas e prolongar desta forma,
sua toxicidade. Neste contexto, portanto, resolvemos investigar se
a desnitrosilagdo de proteinas poderia resultar em efeitos
benéficos para animais sépticos.
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3. HIPOTESE DO TRABALHO

A desnitrosilagdo de proteinas poderia exercer efeitos
benéficos para a fun¢do cardiovascular, diminuir o
dano/disfuncdo de orgdos e prolongar a sobrevida de animais
sépticos, mesmo quando o choque séptico ja esta instalado.
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4. OBJETIVOS
4.1.0BJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo principal investigar os
efeitos da S-nitrosilagdo/desnitrosilagdo de proteinas na disfungéo
cardiovascular e no dano/disfuncdo de 6rgaos durante o choque
séptico. Para melhor compreender este papel, utilizaremos como
tratamento um agente oxidante de sulfidrilas, o 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzéico (DTNB).

4.1.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a participagdo da S-nitrosilagdo/desnitrosilagdo de
proteinas na disfun¢do cardiovascular de animais submetidos ao
modelo de ligadura e perfurag@o do ceco;

b) Avaliar o envolvimento da S-nitrosilagdo/desnitrosilacdo de
proteinas no dano/disfuncdo hepatica, no dano cardiaco, ma
funcdo renal, nas alteragdes hematoldgicas e no perfil glicEémico
de animais sépticos;

¢) Avaliar as consequéncias da desnitrosilagdo de proteinas na
sobrevida de animais apos a indugdo da sepse;

d) Investigar os efeitos do DTNB sobre os niveis de SNO em
aortas de animais sépticos, notadamente sobre canais de potéssio
sensiveis ao calcio de alta condutancia.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1.Animais

Foram utilizados ratos Wistar fémeas pesando entre 200 a
250 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos em local com
temperatura ambiente controlada (22 £ 2 °C) e ciclo de luz
claro/escuro (12/12 h) com livre acesso a ragdo e agua. Todos os
procedimentos com animais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais/UFSC (CEUA/UFSC) sob o Protocolo
PP00790.

5.2.PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.2.1.Modelo de sepse experimental: ligadura e perfuracio
do ceco (CLP)

A indugdo da sepse foi realizada de acordo com Rittirsch e
colaboradores (2008) com algumas modificagdes. Os animais
foram sedados por via i.p com cloridrato de xilazina (5 mg/Kg) e
analgesiados com cloridrato de tramadol (10 mg/Kg).
Posteriormente, os animais foram acomodados em uma camara
de respiragdo para a indugdo de anestesia com oxigénio-
isoflurano a 5%. Apds a indugdo da anestesia, os animais foram
colocados sobre uma manta aquecida a 37 °C, e a anestesia foi
mantida por uma mascara facial com inalagdo continua da
mistura de isoflurano (3%) e oxigénio (100%) via respiracdo
espontanea durante todo o procedimento ciriirgico. O anestésico
local lidocaina a 2% (sem vasoconstritor) foi administrado na
regido da linha alba para a posterior incisdo. Apds o
procedimento anestésico, foram realizados laparotomia com
incisdo de aproximadamente 1 c¢cm e subsequente exposi¢do e
ligadura ndo obstrutiva do ceco, abaixo da valvula ileocecal. Foi
realizada uma perfuracdo transfixante no ceco dos animais com
agulha 14 G, seguida de leve compressdo para assegurar a saida
de contetdo intestinal. Posteriormente o ceco foi recolocado na
cavidade abdominal e a camada muscular foi suturada (fio de
nylon 3-0), seguida do clampeamento da pele com grampos
metalicos (Auto Clip 9 mm Applier, MikRon Precision Inc.
Marysville, Washington, Estados Unidos). Ap6s a sutura, os
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animais receberam 10 mL de PBS s.c. aquecida (~36°C) para
reposi¢do fluidica e foram mantidos em ambiente aquecido até a
recuperagdo da anestesia (60 a 120 minutos). Visando diminuir o
desconforto e o sofrimento dos animais, foi administrado
cloridrato de tramadol (5 mg/kg, s.c.) em intervalos de 12 horas
até a 48" hora pds-cirurgica.

5.2.2.Anéis de aorta toracica isolada

A aorta toracica dos animais foi removida e colocada em
uma placa de Petri contendo solugdo de Krebs-Ringer,
(composicdo em mM: 131,3 NaCl, 4,7 KCl, 1,18 KH,PO,, 1,17
MgS0,4.7H,0, 14,9 NaHCO;, 5,5 Dextrose, 1,6, CaCl,.2H,0,
0,08 EDTA) para retirada cuidadosa dos tecidos conectivos e
seccdo em forma de anéis de 3 a 4 mm de comprimento. Dois
ganchos metalicos foram inseridos na luz dos mesmos e foram
transferidos para cubas de vidro, contendo solu¢do de Krebs-
Ringer, conectadas a um transdutor de tensao isométrica, que por
sua vez foi acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (modelo
PowerLab, AD Instruments, Australia). A tensdo basal utilizada
foi de 2 g e os anéis foram mantidos com solugdo nutritiva a 37°
C, pH 7,4 e borbulhada continuadamente com uma mistura
carbogénica (95% O, e 5% COy).

5.2.3.Avalia¢do da pressio arterial média (PAM)

Neste estudo, utilizamos o modelo de medida direta da
pressdo arterial de animais anestesiados com cetamina/xilazina
(90/15 mg/kg), injetada pela via intramuscular. Uma vez
anestesiados, os animais foram posicionados em decubito dorsal
sobre uma mesa cirargica aquecida (temperatura entre 35 a 36°C).
Em seguida, a veia femoral esquerda foi dissecada para a insergéo
de uma agulha acoplada a uma cénula de polietileno (PE 50). Este
acesso venoso destinou-se a administragdo de drogas.
Imediatamente ap6s a canulacdo da veia femoral, 30 Ul de
heparina sodica, diluida em 100 pl de solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS), segundo a formulagdo de Dulbecco
(composta por, em mM: 137 NaCl, 2.7 KCI, 1.5 KH;POy,, ¢ 8.1
NaHPO,, pH 7.4), foi injetada para prevenir a formacdo de
coagulo e a obstrugdo das canulas. Para facilitar a respira¢ao
espontanea, os animas foram submetidos a traqueostomia. Na
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sequéncia, a artéria carotida esquerda foi localizada e
cuidadosamente isolada do nervo vago e tecidos adjacentes. Com
o auxilio de uma linha de sutura, o fluxo sanguineo foi
interrompido na altura da extremidade distal, enquanto o fluxo
em sua extremidade proximal foi temporariamente suprimido
pela compress@o com uma pinga curva. Utilizou-se uma tesoura
oftadlmica, para realizar um pequeno corte na regido medial da
por¢ao da artéria cardtida clampeada, o qual serviu para a
inser¢do de um catéter de polietileno heparinizado, que foi
firmemente amarrado a artéria e conectado a um transdutor de
pressdo ligado a um equipamento de analise de pressdo arterial
ADInstruments (Australia). A reatividade vascular foi avaliada
através da injecdo de trés doses crescentes de fenilefrina (3, 10 e
30 nmol/kg; i.v.). Os valores de pressdo arterial média (PAM),
sistolica e diastolica (em mmHg) e da frequéncia cardiaca (em
batimentos por minutos) foram registrados por um software de
integracdo Chart versdo 7 (ADInstruments Pty Ltd., Castle Hill,
Australia). Ao término dos experimentos, todos os animais foram
eutanasiados com doses elevadas de cetamina e xilazina.

5.2.4.Coleta de sangue e aorta

Para coleta das amostras de sangue e de 6rgdos os animais
foram eutanasiados com uma mistura com doses elevadas de
cetamina e xilazina injetada pela via intraperitoneal. Apoés
abertura da cavidade toracica, aproximadamente 4 mL de sangue
foram coletados por puncdo cardiaca. Para os ensaios
hematoldogicos, o sangue foi coletado em tubos contendo 2
mg/mL de EDTA (2 mg/mL de sangue). Parte do sangue foi
coletado em tubos contendo heparina, 5 Ul/ml de sangue para
posterior andlise bioquimica. Para dosagem do lactato, o sangue
foi coletado em tubos contendo fluoreto de sodio (1,5 mg/mL de
sangue). As amostras foram centrifugadas em 1200 g por 8 min a
4°C.

Amostras de aortas toracicas foram removidas e colocadas
em uma placa de Petri contendo PBS gelado para retirada
cuidadosa dos tecidos conectivos. Para o ensaio de biotinilagdo
(Biotin switch) as aortas coletadas foram imediatamente
processadas. Ja para o ensaio de Western blotting, as aortas foram
colocadas em nitrogénio liquido. As aortas coletadas para o
ensaio de imunofluorescéncia foram fixadas com solu¢do de PFA
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a 4% por 14 horas e imersas em solucdo de sacarose a 20% por 3
h e posteriormente congeladas em Tissue Tek (Sakura Finetek
Inc., Torrance, CA, USA). O plasma e as aortas (para Western
blotting e imunofluorescéncia) foram armazenados em freezer -
80 °C até o momento das analises, por um periodo nunca superior
a 3 semanas (plasma) e 1 semana (aortas).

5.2.5.Dosagem de nitrito e nitrato (NOXx)

Os niveis de NOx foram mensurados pelo método de
Griess como descrito previamente (GRANGER et al., 1990). Para
isso foi utilizado o reagente de Griess (1% de sulfanilamida em
10% de acido fosforico/0,1% de alfa-naftiletilenodiamina em
agua de Milli-Q). O plasma foi desproteinizado pela adi¢do de
sulfato de zinco (2%). Para a conversdo do nitrato para nitrito, as
amostras foram incubadas a 37°C, durante 2 h, em presenca de
nitrato redutase expressa em Escherichia coli cultivada em
anaerobiose. Apds a conversdo enzimatica do nitrato a nitrito, as
amostras foram centrifugadas para a remocao das bactérias, e 100
pL do sobrenadante foram misturados a 100 pL. de reagente de
Griess, e apés 10 min, realizou-se a leitura em 540 nm em um
leitor de microplacas (Infinite M200, Tecan Group Ltd, Suiga).
Os resultados foram expressos como pM de NOx.

5.2.6.Dosagem da glicemia e analises hematologicas

A glicose foi determinada por exposicdo de uma gota de
sangue em um glicosimetro (Accu Chek Active®, Roche,
Mannheim, Alemanha) e os resultados foram expressos em
mg/dL. A andlise hematologica foi realizada em contador
hematolégico automatizado (HORIBA ABX®, Micros 60;
Montpellier, Franga). Foram avaliados o hematécrito, a
concentracdo de hemoglobina, o numero de leucocitos totais,
linfocitos, monocitos, granuldcitos e plaquetas.

5.2.7.Dosagens bioquimicas

5.2.7.1.Lactato
O lactato plasmatico foi determinado através do kit
comercial Labtest (R138, Labtest Diagnostica S/A, Lagoa Santa,
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MG, Brasil). O lactato ¢ determinado através da sua conversdo
em piruvato ¢ peroxido de hidrogénio mediada pela lactato
oxidase. Em seguida o perdxido de hidrogénio reage com
aminoantipirina e N-Etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-
methylaniline produzindo quinoneimina. A absorbancia da
quinoneimina produzida é proporcional a concentracao de lactato
na amostra. A absorbancia foi detectada em espectrofotometro
com absorbancia de 550 nm. Os valores foram calculados com
base em um fator de calibragdo e expressos em mg/dL de lactato.

5.2.7.2.Aspartato transaminase (AST)

A AST plasmatica foi mensurada através do kit comercial
Bioclin (K034, Belo Horizonte, MG). O principio se baseia na
metodologia cinética colorimétrica de tempo fixo (Reitmam e
Frankel, 1957). Conforme esta metodologia, a transaminase
catalisa a transferéncia do grupamento amino do aspartato para o
alfa-cetoglutarato com formacdo de glutamato e alfa-oxalacetato.
O oxalacetato reage com a dinitrofenilhidrazina formando a
hidrazona que adquire coloragdo maxima em meio alcalino. A
coloragdo ¢ diretamente proporcional a concentragdo enzimatica
da amostra. O ensaio foi realizado em placas de 96 pogos, sendo a
leitura realizada em 505 nm em um leitor de microplacas (Infinite
M200, Tecan Group Ltd, Suiga). Os valores foram calculados
com base em um fator de calibragdo e expressos em U/mL de
AST.

5.2.7.3.Alanina transaminase (ALT)

A determinagdo da concentragdo ALT plasmatica foi
realizada com o kit comercial da Bioclin (K035, Belo Horizonte,
MG). A transaminase transfere um grupamento amino de um
alfa-Aminoacido para um alfa-cetoacido resultando na geracao de
piruvato, que reage formando um composto de cor em pH
alcalino. A intensidade de cor formada ¢ diretamente
proporcional a quantidade de ALT na amostra. A absorbancia foi
realizada em um leitor de microplacas (Infinite M200, Tecan
Group Ltd, Suica) com absorbancia de 505 nm. Os valores foram
calculados com base em um fator de calibragdo e expressos em
U/mL de ALT (Reitmam e Frankel, 1957).
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5.2.7.4. Ureia

A ureia plasmatica foi mensurada através do kit comercial
Labtest (R27, Labtest Diagnostica S/A, Lagoa Santa, MG,
Brasil). A ureia ¢ hidrolisada pela urease em ions amonia e CO,.
Em meio alcalino, os ions amoénia reagem com salicilato e
hipoclorito de so6dio, que na presenca do nitroprussiato de sédio,
resulta o indofenol. A intensidade de cor formada ¢é diretamente
proporcional a concentragdo de ureia na amostra analisada. A
absorbancia do complexo azul formado ¢ medida em 600 nm por
meio de um leitor de microplacas (Infinite M200, Tecan Group
Ltd, Suiga). Os valores foram calculados com base em um fator
de calibragao e expressos em mg/dL de ureia.

5.2.7.5.Creatinina

A creatinina plasmatica foi mensurada através do kit
comercial Labtest (R35, Labtest Diagnostica S/A, Lagoa Santa,
MG, Brasil). Em pH alcalino, a creatinina reage com acido
picrico, formando um complexo corado Creatinina-Picrato e
também com outros elementos plasmaticos. Posteriormente foi
adicionado o Reagente Acido, que reduz o pH e a cor devida a
creatinina ¢ desfeita, permanecendo a cor devida aos
cromogénios. A diferenga entre as leituras obtidas no pH alcalino
e acido, obtém-se o valor real da creatinina. A absorbancia é
medida em 600 nm por meio de um leitor de microplacas (Infinite
M200, Tecan Group Ltd, Suiga). Os valores foram calculados
com base em um fator de calibragdo e expressos em mg/dL de
creatinina.

5.2.7.6.Creatina cinase fracio MB (CK-MB)

A determinacdo da concentracdo da CK-MB nas amostras
de plasma foi realizada através do kit comercial Labtest (R118,
Labtest Diagnostica S/A, Lagoa Santa, MG, Brasil). A amostra é
incubada com o reagente que contém um anticorpo especifico que
inibe completamente a atividade enzimatica do monémero CK-
M. A quantificagdo do mondmero CK-B, que ndo ¢ inibida pelo
anticorpo, ¢ medida através da desfosforilacdo da creatina fosfato
pela CK-B e producdo da adenosina trifosfato (ATP). O ATP por
sua vez reage com a glicose na presenca da hexocinase (HK)
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produzindo glicose-6-fosfato. A glicose-6-fosfato na presenga da
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) ¢é oxidada a 6-
fosfogluconato (6-PG) e reduz o NADP a NADPH. A velocidade
de incremento na absorbancia em 340 nm ¢é proporcional a
atividade da CK-B na amostra. Os valores foram calculados com
base em um fator de calibragdo e expressos em U/L de CK-MB.

5.2.8.Ensaio de biotinilagio para deteccio de proteinas
nitrosiladas (Biotin switch)

Para a detecgdo de proteinas nitrosiladas foi realizado o
ensaio Biotin switch através de um kit comercial (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA) de acordo com Jaffrey e
colaboradores (2001) com algumas modificagdes (Esquema 6).
Esse ensaio detecta proteinas S-nitrosiladas através da
substituicdo do grupo NO ligado ao residuo de cisteina pela
biotina. Apo6s a coleta as aortas foram imersas em nitrogénio
liquido e pulverizadas. Posteriormente foi adicionado um agente
de bloqueio de sulfidrilas, por 30 min, a 4°C no escuro. Em
seguida, foram adicionados 10 volumes de acetona gelada (-20°C)
para a precipitagdo e remocgao do agente de bloqueio das amostras
e mantidas durante a noite a 4°C e no escuro. ApoOs isso, as
amostras foram centrifugadas a 3000 g por 10 min a 4°C.
Posteriormente, a acetona foi retirada e foi adicionado o agente
redutor de sulfidrilas e a maleimida ligada a biotina e incubado
por 1 hora em temperatura ambiente. Novamente, as amostras
foram incubadas com acetona gelada (-20°C), por 1 hora, a 4°C.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 g por 10 min
a 4°C e descartada a acetona. Os pellets foram resuspensos em
um tampao fornecido pelo fabricante. Para detec¢do de proteinas
biotiniladas por Western blot, as amostras foram separadas por
SDS-PAGE e transferidas para membranas de difluoreto de
polivinilideno (PVDF). As membranas foram bloqueadas com
albumina de soro bovino a 2% por 1 h em temperatura ambiente.
Em seguida, as membranas foram lavadas e incubadas em
temperatura ambiente, por 1 h com avidina ligada a fluoresceina,
diluigdo 1:350. Para detecgdo da fluorescéncia foi utilizado o
equipamento Typhoon FLA 9000 scanner (GE Healthcare Life
Sciences, SP, Brazil) com 490 nm de excitagdo. A fluorescéncia
foi quantificada usando o programa NIH Imagel] 1.50i imaging
software (NIH, Bethesda, MD, USA).
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Esquema 6: Representacio esquematica do ensaio de Biotin Switch.
Proteinas podem apresentar residuos de cisteinas com tiol livre,
nitrosotiol e ligagdo dissulfeto. Os tidis livres sdo derivatizado pelo
agente de bloqueio, tornando-os ndo reativos. O agente de bloqueio que
nao reagiu com tiois livres ¢ removido por precipitagdo com acetona.
Depois, os nitrosotidis sdo reduzidos pela agdo do acido ascorbico
(agente redutor) formando tiol, o qual reage covalentemente com a
biotina-maleimida. A revelacdo ¢ feita por western blotting e a detecgio
da biotinilagdo ¢ realizada pela ligagdo a avidina conjugada com FITC.
Adaptado de Cayman Chemical Company (2016).
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5.2.9.Imunofluorescéncia

Com auxilio de um criostato (Leica CM 1850 UV
Biosystems Leica, Wetzlar, Germany) as aortas foram cortadas (8
um) e os cortes foram colocados em laminas previamente
gelatinizadas.  Os cortes foram contornados com caneta
hidrofébica, e foram bloqueados por 1 h com soro bovino fetal
5%. Apbs o bloqueio, os cortes foram incubados durante a noite,
a 4°C, com anticorpo primario anti-SNO (1:200, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) e com o anticorpo primario anti-BKCa
(1:200, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Um corte foi
utilizado como controle negativo, isto €, ndo recebeu o anticorpo
primario. No dia seguinte, os cortes foram lavados 3 vezes com
PBS e incubados com os anticorpos secundarios anti-IgG
conjugados com Alexa Fluor 488 (1:700) e 594 (1:800)
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) por 1h em
temperatura ambiente. ApoOs a incubagdo, os cortes foram
novamente lavados 3 X com PBS e depois foram colocadas
laminulas sobre as laminas utilizando meio de montagem aquoso
Gel Mount™ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). As laminas
foram acondicionadas em ambiente escuro e umido e mantidas a
4°C até o momento da leitura.

Para leitura, foi utilizado um microscopio confocal de
fluorescéncia (Leica DMI6000B®, Wetzlar, HE, Germany). A
aquisicdo das imagens foi realizada através do software LAS AF
Lite® (Leica Microsystems®, Wetzlar, HE, Germany). Foram
feitos pelo menos 3 cortes de cada animal de cada grupo
experimental (n = 3 a 4 por grupo). Foram feitas 10-12 imagens
por sec¢do. A quantificacdo da intensidade relativa de
fluorescéncia foi realizada pelo software NIH Image] 1.50i
imaging software (NIH, Bethesda, MD, USA). Os resultados
foram expressos em intensidade relativa de fluorescéncia
comparados com o grupo controle.

5.2.10.Imunoeletroforese — Western blotting
5.2.10.1.Preparo das amostras e dosagem de proteinas
As amostras foram pulverizadas e foi adicionado tampao

de lise (Na,VO, 100 mM, fluoreto de fenil-metano-sulfonil
[PMSF] 100 mM, coquetel de inibidores de proteases 1%
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[P8340], Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, EUA. O
tampdo de lise foi preparado em T-Per (Tissue Protein Extraction
Reagent; Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA), e
homogeneizadas por sonicagdo (60 Watts, 5 segundos). Os
homogenatos foram centrifugados a 14.000 g por 30 minutos a
4°C. Uma parte do sobrenadante obtido foi separada para a
dosagem de proteina através do método de Bradford (Bradford,
1976). No restante do sobrenadante foi adicionado o mesmo
volume de tampao de amostra (glicerol 20%, mercaptoetanol 14,4
mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%). As
amostras foram fervidas (95 °C; 8 min) e armazenadas a -80 °C
até o momento da eletroforese.

5.2.10.2.Separacio de proteinas e imunodetec¢ao

As proteinas foram separadas por eletroforese. Para isso,
foi utilizado um gel de separagdo (acrilamida 8%, bis-acrilamida
0,2%, Tris375 mM, SDS 0,1%, TEMED 0,06% e persulfato de
aménia 0,04%) e um gel de entrada (acrilamida 4%, bis-
acrilamida 0,09%, Tris 125 mM, SDS 0,1%, TEMED 0,08% ¢
persulfato de amoénia 0,03%). As amostras (75 pg/pogo) € o
padrao (Precision Plus Protein™ Standards, Kaleidoscope™,
BioRad, CA, EUA) foram aplicados nos géis e a eletroforese foi
realizada a 90 V, por aproximadamente 2 h, utilizando-se tampao
de corrida. Posteriormente, foi realizada a transferéncia das
proteinas para uma membrana de nitrocelulose (100 V, 1 h, 4 °C).
Apos a transferéncia, as membranas foram coradas com vermelho
de Ponceau a 0,2% para visualizagdo das proteinas. As
membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T (NaCl 137 mM,
KCl1 2,7 mM, KH,PO4 1,5 mM, Na,HPO, 20 mM, Tween-20
0,05%), para a retirada do excesso do corante. Em seguida foi
realizado o bloqueio da membrana com TBS-T contendo leite
desnatado a 5% por 1 hora a temperatura ambiente. Apds o
bloqueio, as membranas foram incubadas durante a noite a 4°C
com anticorpo primario anti-BKCa (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), ou actina conjugado com peroxidase
(1:5000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). Ao
término do periodo de incubagdo, as membranas foram
novamente lavadas 3 vezes TBS-T, e em seguida, incubadas com
o anticorpo secundario anti-IgG conjugado com peroxidase
(1:5000, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) por 1 h em
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temperatura ambiente. O anticorpo que ndo se ligou a proteina foi
retirado através de lavagens com TBS-T. A revelagdo foi
realizada através da incubagdo da membrana com a solu¢do do kit
de quimiluminescéncia (ECL; Thermo Scientific, Rockford, IL,
EUA) por 1 minuto. A revelacdo foi feita através de um
fotodocumentador (ChemiDoc, BioRad Laboratories, Hercules,
CA, EUA). As analises quantitativas das bandas foram realizadas
por densitometria com o auxilio do programa Image Lab (versao
4.1; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).

5.3.PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

5.3.1. Avaliacdo dos efeitos do dcido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) na reatividade vascular a fenilefrina em
anéis de aorta

As ratas foram submetidas ao CLP e randomizadas para
receber DTNB (63 pmol/kg; s.c.) ou veiculo (bicarbonato de
sodio a 5%) 12 horas apds a inducdo da sepse. Vinte e quatro
horas apés a cirurgia, as aortas foram obtidas conforme a
descricdo no Item 5.2.4. A dose de DTNB foi escolhida com base
nos resultados anteriores do nosso laboratério (TERLUK E
ASSREUY, 2005). Para minimizar a manipula¢do de animais,
usamos animais naive tratados com veiculo como controles ao
longo dos experimentos.

Apos a montagem das aortas, foi mantido um periodo de
estabilizagdo de 60 minutos das preparagdes. Durante a
estabilizagdo, a solugdo fisiologica foi trocada a cada 15 min. Ao
final, a solugdo nutritiva das cubas foi substituida por uma
solugdo de cloreto de potassio (KCI, 120 mM), para teste de
atividade bioldgica das preparacdes de aorta. Apés o platd da
resposta ao KCl, as preparagdes foram lavadas 3 vezes
consecutivas e passaram por um novo periodo de estabilizagdo de
30 minutos. Posteriormente, as aortas foram estimuladas com
fenilefrina (1 uM) e apds atingir o platd de contragdo, as
preparagdes receberam acetilcolina (1 uM). Apds um periodo de
estabilizagdo de 60 minutos, curva concentragdo-resposta (CCR)
cumulativa para fenilefrina foi realizada (1 nM a 100 pM).
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5.3.2.Avalia¢io da acdo do DTNB sobre os pardmetros
cardiovasculares de animais sépticos

Os animais receberam DTNB (63 pmol/kg; s.c.) ou veiculo
30 minutos antes do procedimento cirargico para estabelecimento
do quadro séptico e ap6s 8 horas os animais foram anestesiados e
preparados para o registro da pressdo arterial média (Esquema 7;
I). Foram entdo obtidas curvas dose-resposta para fenilefrina 3,
10 e 30 nmol/Kg; i.v.).

Em outro ensaio, os animais receberam DTNB (63
umol/kg; s.c.) ou veiculo 4 horas ap6s o CLP. Oito horas apds a
cirurgia, curvas dose-resposta para fenilefrina foram obtidas
durante a medida direta da pressao arterial (Esquema 7; II).

Adicionalmente, foram avaliados os efeitos tardios do
DTNB sobre a disfun¢do cardiovascular durante o choque
séptico. Para isto, as ratas foram submetidas ao CLP e
randomizadas para receber DTNB (63 pmol/kg; s.c.) ou veiculo
12 horas ap6s a inducdo da sepse. Vinte e quatro horas apds a
cirurgia, a pressdo arterial média e a resposta pressoérica a
fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/Kg; i.v.) foram mensuradas. Animais
controles foram submetidos somente a curvas dose-resposta para
fenilefrina (Esquema 7; III).
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Esquema 7: Protocolo experimental I, IT e III. Avaliacdo do efeito do
DTNB sobre os parametros cardiovasculares de animais sépticos.
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5.3.3.Avaliagio do efeito do DTNB sobre os pardmetros
hemodindmicos, hematologicos e metabdlicos de animais
sépticos

Os animais foram submetidos ao CLP e randomizados para
receber DTNB (63 pmol/kg; s.c.) ou veiculo 12 horas apds a
inducdo da sepse. Decorridos vinte e quatro horas apds o CLP, os
animais foram eutanasiados e foram obtidas amostras de sangue
para analises bioquimicas, hematologicas e glicémicos.

5.3.4.Avaliagdo do efeito do DTNB sobre a sobrevida de
animais submetidos ao CLP

Os animais submetidos ao CLP receberam DTNB (63
pmol/kg; s.c.) ou veiculo 12 h e 24 h apés o procedimento
cirirgico. Os animais controle foram tratados com DTNB no
mesmo tempo. A sobrevida foi avaliada a cada 12 h ao longo de
96 h (Esquema 8).

DTNB (63 umol/kg; s.c)
ou veiculo

0 12 24 36 48 60 72 96 Tempo (h)

Avaliagdo da sobrevida

Esquema 8: Protocolo experimental. Avaliagdo do efeito do DTNB
sobre a sobrevida de animais sépticos.
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5.3.5.Efeito do DTNB sobre a S-nitrosilacdo de proteinas em
aortas tordcicas de ratas sépticas

As ratas foram tratadas com DTNB (63 pmol/kg; s.c.) ou
veiculo 12 horas apos o CLP. Vinte quatro horas apds a inducdo
da sepse, as ratas foram eutanasiadas e as aortas toracicas foram
removidas para os ensaios de biotin switch e imunofluorescéncia.

Adicionalmente, um grupo de animais foi tratado com NG-
nitro-L-arginina metil Ester (L-NAME) (55 pmol/kg, s.c.), 1 he 6
h apdés o CLP. Vinte e quatro horas apds a inducdo da sepse as
aortas tordcicas foram coletadas para o ensaio de
imunofluorescéncia.

DTNB (63 umol/kg; s.c)
ou veiculo

£\ e .
'—mﬁ | S
12 2I4

Pardmetros bioquimicos, hematoldgicos
e glicémicos
Nivel de proteinas nitrosiladas ( Biotin
switch e Imunofluorescéncia)

Tempo (h)

Esquema 9: Protocolo utilizado para os experimentos dos itens 5.3.4. ¢
5.3.5.

CLP L-NAME (55 umol/kg, s.c.)

I L " I >

0 1 6 24 Tempo (h) -

Nivel de proteinas nitrosiladas
na aorta tordcica {Imunofluorescéncia)

Esquema 10: Protocolo utilizado para o experimento do item 5.3.5.
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5.4.Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro
padrio da média. A analise estatistica foi feita utilizando-se o
teste de analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo
teste ¢+ de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados
significativos. Os testes estatisticos foram feitos com o programa
GraphPadPrism5 (San Diego, CA, USA).

5.5.Compostos e reagentes

Neste estudo, foram utilizados os seguintes compostos:
cloridrato de L-fenilefrina, bicarbonato de sodio (NaHCO3),
cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), fosfato de
potassio (KH,PO,), fosfato de sodio (NaHPO,), (Merck, Brasil);
o0 acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB), L-NAME, meio de
montagem aquoso Gel Mount™, albumina de soro bovino
(BSA), Tris-HCl, PMSF, aprotinina, leupeptina, inibidor de
tripsina, glicina, Tween-20, o anticorpo anti-SNO e anti-actina
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. LLC (St Louis, MO,
EUA); kit de quimioluminescéncia e tampao de lise T-Per foram
comprados da Thermo Scientific (Rockford, IL, EUA), padrao de
peso molecular (Precision Plus Protein™  Standards,
Kaleidoscope™, BioRad, CA, EUA); o anticorpo Anti-BKca foi
adquirido da Santa Cruz Biotechnology, CA, USA; heparina
sodica (Cristalia Produtos Farmacéuticos, Sao Paulo, SP); anti-
IgG conjugado com Alexa Fluor 488 ¢ Alexa Fluor 594 foram
adquiridos da Invitrogen (Paisley, UK); O kit para deteccao de
proteinas nitrosiladas foi adquirido da Cayman Chemical
Company (Ann Harbor, MI, USA); kits bioquimicos de ureia,
creatinina, lactato, CK-MB foram adquiridos da Labtest
Diagnostica S/A, Lagoa Santa, MG, Brasil e os Kits bioquimicos
AST e ALT foram adquiridos da Bioclin (Belo Horizonte, MG).
Cetamina (Dopalen™; Agribrands do Brasil Ltda., Brasil),
cloridrato de xilazina (Anasedan®; Vetbrands do Brasil Ltda.,
Brasil) e isoflurano (Isoflurine®; Cristalia do Brasil Ltda., Brasil)
foram comprados pelo Programa de Poés-Graduagdo em
Farmacologia da UFSC. Todos os compostos foram diluidos para
uso em PBS estéril, exceto DTNB que foi preparado em solugdo
de bicarbonato de sodio a 5%.
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6. RESULTADOS

6.1.Efeito do DTNB sobre a reatividade a fenilefrina em anéis
de aorta

Investigamos se a S-nitrosilagio de proteinas estaria
relacionada com a hiporresponsividade a vasoconstritores em
aortas de animais sépticos.

Pode-se observar na Figura 1 uma reducdo da resposta
maxima a fenilefrina ocorreu nos anéis de aorta do grupo CLP
quando comparados ao grupo controle. O tratamento dos animais
com DTNB restabeleceu completamente a capacidade contratil
dos vasos. Nao houve nenhuma alteragdo da resposta a fenilefrina
em aortas de animais naive tratados com DTNB quando
comparados a resposta obtida em vasos do grupo controle (dados
nao mostrados).
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Figura 1: Efeito do DTNB na resposta a fenilefrina em anéis de
aorta de ratas sépticas. As ratas foram tratadas com DTNB 63
umol/kg, s.c.) ou veiculo (bicarbonato de sodio a 5%) 12 h apds a
indugdo da sepse. Vinte e quatro horas ap6s a cirurgia de CLP, as aortas
foram coletadas e montadas em banhos de 6rgéos isolados. Os valores
representam a média + erro padrdo da média de 3 anéis de 3 ratas
diferentes por curva. *p < 0,05 em relagdo ao grupo controle, #p < 0,05
em relag@o ao grupo CLP + veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste post hoc de Bonferroni).
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6.2.Efeito do DTNB sobre parametros cardiovasculares

Em seguida e considerando a melhora da resposta
vasoconstritora a fenilefrina em anéis de aorta de animais
sépticos tratados com DTNB, avaliamos se este efeito também
ocorreria de forma sistémica.

Os resultados mostram que 8 h (Figuras 2A e 3A) e 24 h
(Figura 4A) apds a instalagdo do quadro séptico pela cirurgia de
CLP, os animais apresentaram uma diminui¢do substancial da
pressdo arterial média (PAM), prejuizo da resposta pressora a
fenilefrina (Figuras 2B, 3B ¢ 4B) e aumento da frequéncia
cardiaca (Figuras 2C, 3C e 4C), reproduzindo assim uma das
principais caracteristicas do choque séptico humano, a disfuncao
cardiovascular.

O tratamento com DTNB 30 minutos antes (Figura 2A) ou
4 horas apds o CLP (Figura 3A) nao alterou a hipotensdo arterial
dos animais sépticos. Por outro lado, quando o tratamento com o
DTNB foi realizado 12 horas apos a sepse, a PAM dos animais
sépticos foi normalizada (Figura 4A).

Em relagdo a resposta pressorica ao vasoconstritor
fenilefrina, o tratamento com DTNB 30 minutos antes do
procedimento cirurgico preveniu totalmente a diminuigcdo da
resposta pressora a fenilefrina na dose 3 nmol/kg e parcialmente
nas doses 10 e 30 nmol/kg (Figura 2B). Em contrapartida, quando
os animais foram tratados com DTNB 4 h (Figura 3B) ou 12 h
(Figura 4B) apés o CLP a resposta ao vasoconstritor foi
substancialmente restaurada.

Por fim, o tratamento com DTNB 30 minutos (Figura 2C)
antes ou 4 horas apds o CLP (Figura 3C) ndo alterou o aumento
da frequéncia cardiaca dos animais sépticos. Em contrapartida, o
tratamento com DTNB 12 horas ap6és o CLP (Figura 4C) atenuou
a taquicardia dos animais em choque séptico.

Deve-se ressaltar que o DTNB ndo alterou a PAM, nem a
resposta pressorica a;-adrenérgica ¢ nem a frequéncia cardiaca
dos animais controles.
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Figura 2: Efeito do DTNB sobre parimetros cardiovasculares de
animais de ratas sépticas. Trinta minutos antes do CLP, as ratas
receberam DTNB ou veiculo. Oito horas apos a cirurgia foram avaliados
a pressdo arterial média (Painel A), a resposta a fenilefrina (Painel B) e a
frequéncia cardiaca (Painel C). Cada barra representa média + erro
padrdo da média de 5 ratas (grupo naive + veiculo e grupo naive +
DTNB) a 6 ratas (grupo CLP + veiculo e grupo CLP + DTNB). *p <
0,05 em relagdo ao grupo controle, #p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP
+ veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni).
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Figura 3: Efeito do DTNB sobre parametros cardiovasculares de
animais de ratas sépticas. Quatro horas apos o CLP, as ratas
receberam DTNB ou veiculo. Oito horas apds a cirurgia foram avaliados
a pressao arterial média (Painel A), a resposta a fenilefrina (Painel B) e a
frequéncia cardiaca (Painel C). Cada barra representa média + erro
padrio da média de 4 ratas (grupo naive + veiculo e grupo naive +
DTNB) a 5 ratas (grupo CLP + veiculo e grupo CLP + DTNB). *p <
0,05 em relagdo ao grupo controle, #p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP
+ veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni).
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Figura 4: Efeito do DTNB sobre a pressdo arterial e na resposta a
fenilefrina de ratas sépticas. Doze horas apés o CLP, os animais
receberam DTNB ou veiculo. Vinte quatro horas apos a cirurgia foram
avaliados a pressdo arterial média (Painel A), a resposta a fenilefrina
(Painel B) e a frequéncia cardiaca (Painel C). Cada barra representa a
média + erro padrdo da média de 4 ratas (grupo naive + veiculo e grupo
naive + DTNB) a 5 ratas (grupo CLP + veiculo e grupo CLP + DTNB).
*p < 0,05 em relagdo ao grupo controle, #p < 0,05 em relag@o ao grupo
CLP + veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni).
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6.3.Efeito do DTNB sobre o dano/func¢ao de orgaos

O prejuizo da fun¢do cardiovascular estd associado com o
comprometimento da perfusdo tecidual. Devido a isso,
investigamos se a melhora da funcdo cardiovascular induzida
pelo DTNB poderia ter consequéncias positivas sobre marcadores
plasmaticos de dano/disfuncdo de 6rgios nos animais sépticos.

Os animais sépticos exibiram aumento de lactato
plasmatico (Figura 5A), indicando hipdxia tecidual generalizada.
A sepse também induziu um profundo dano cardiaco como
indicado pelo aumento dos niveis plasmaticos da CK-MB (Figura
5B). Além disso, as ratas sépticas apresentaram também
aumentos nos niveis plasmaticos das enzimas aspartato
aminotransferase (Figura 5C) e alanina aminotransferase (Figura
5D) sugerindo dano hepatico grave. Os animais sépticos
apresentaram disfuncdo renal evidenciado pelo aumento dos
niveis plasmaticos de creatinina (Figura 5E) e de ureia (Figura
5F).

E interessante observar que o tratamento com DTNB 12
horas apds o CLP reduziu lactato plasmatico (Figura 5A). Além
disso, o tratamento com DTNB reduziu os danos cardiaco e
hepatico (Figura 5B, 5C e 5D, respectivamente). Por outro lado, o
tratamento ndo produziu nenhum efeito sobre a fun¢do renal de
animais em choque séptico (Figura 5E e 5F).

E importante ressaltar que o tratamento com DTNB ndo
produziu nenhuma consequéncia sobre os parametros avaliados
em animais do grupo controle (Figura 5).
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Figura 5: Efeito do DTNB sobre os marcadores bioquimicos de
dano/disfuncio de orgdos em ratas sépticas. Os animais foram
tratados com DTNB ou veiculo 12 h ap6s indugdo da sepse. Vinte e
quatro horas apds CLP, foi obtido sangue e os niveis plasmaticos de
lactato (Painel A), creatina quinase-MB (CK-MB, Painel B), aspartato
aminotransferase (AST, Painel C), alanina aminotransferase (ALT,
Painel D), creatinina (Painel E) e ureia (Painel F) foram mensurados.
Cada barra representa a média + erro padrdo da média de amostras
obtidas de 6 ratas (grupo naive + veiculo e grupo naive + DTNB) a 7
ratas (grupo CLP + veiculo e grupo CLP + DTNB). *p < 0,05 em
relagdo ao grupo controle, # p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP + veiculo
(ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni).
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6.4.Efeito do DTNB sobre a glicemia

A sepse promove um profundo desequilibrio do
metabolismo glicémico. Inquirimos se os efeitos benéficos do
DTNB poderiam ser observados também sobre o perfil glicémico
dos animais sépticos.

Vinte quatro horas ap6s a sepse, os animais sépticos
apresentaram hipoglicemia grave quando comparados ao grupo
controle. Podemos observar ainda que o tratamento com DTNB
promoveu a normalizagdo dos niveis de glicose sanguinea (Figura
6).
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Figura 6: Efeito do DTNB sobre os niveis de glicose sanguinea de
ratas sépticas. Os animais foram tratados com DTNB ou veiculo 12 h
apos indugdo da sepse. Vinte e quatro horas apoés CLP foi obtido sangue
e os niveis plasmaticos de glicose foram avaliados. Cada barra
representa a média + erro padrdo da média de 6 ratas (grupo naive +
veiculo e grupo naive + DTNB) a 7 ratas (grupo CLP + veiculo e grupo
CLP + DTNB). *p < 0,05 em relagdo ao grupo controle, #p < 0,05 em
relagdo ao grupo CLP + veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste post hoc de Bonferroni).
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6.5.Efeito do DTNB sobre as alteracées hematoldgicas

Nossos resultados mostram que 24 h apoés o CLP os
animais apresentaram aumentos tanto no hematocrito (Figura 7A)
como da hemoglobina (Figura 7B). Além de alteracdes na série
vermelha, os animais sépticos exibiram trombocitopenia grave
quando comparados ao grupo controle (Figura 7C). Em relagdo a
série branca, os animais sépticos apresentaram leucopenia (Figura
8A), com diminui¢do substancial do numero de linfocitos e
mondcitos (Figuras 8B e 8C, respectivamente), bem como
aumento de granuldcitos (Figura 8D). O tratamento com DTNB
12 h apdés a sepse normalizou o hematdcrito ¢ o nivel da
hemoglobina, bem como aumentou o nimero de leucdcitos totais
sanguineos e atenuou tanto a linfopenia, a monocitopenia e a
trombocitopenia. Por outro lado, o tratamento com DTNB nao
produziu nenhum efeito sobre a granulocitose.

Os animais controle tratados com DTNB ndo apresentaram
nenhuma alteracdo no hemograma.
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Figura 7: Efeito do DTNB sobre hematocrito, hemoglobina e o
numero de plaquetas sanguineas de animais sépticos. Os animais
foram tratados com DTNB ou veiculo 12 h apos indugdo da sepse. Vinte
e quatro horas apds o CLP foi obtido sangue e os indices hematimétricos
(Painéis A e B), bem como o nimero de plaquetas (Painel C) foram
avaliados. Cada barra representa a média + erro padrdo da média de 8 a
10 ratas. *p < 0,05 em rela¢do ao grupo controle, #p < 0,05 em relagao
ao grupo CLP + veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de
Bonferroni).
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Figura 8: Efeito do DTNB sobre o leucograma de animais sépticos.
Os animais foram tratados com DTNB ou veiculo 12 h apos indugdo da
sepse. Vinte e quatro horas ap6s o CLP foi obtido sangue e leucograma
foi obtido. Painel A: Leucoécitos totais. Painel B: Linfocitos. Painel C:
Mondcitos. Painel D: Granuldcitos. Cada barra representa a média + erro
padrao da média de 8 a 10 ratas. *p < 0,05 em relagdo ao grupo controle,
# p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP + veiculo (ANOVA de duas vias
seguida pelo post hoc de Bonferroni).



78

6.6.Efeito do DTINB sobre a sobrevida

Como o DTNB induziu melhora substancial nos aspectos
cardiovasculares diminui o dano/disfunc¢do de 6rgdos, melhorou o
perfil glicémico e hematolégico dos animais sépticos,
investigamos se a melhora destes pardmetros induzida pelo
DTNB produziria consequéncias benéficas na sobrevida dos
animais.

Como observamos na Figura 9, a mortalidade dos animais
sépticos tratados com veiculo foi de 60% em 96 h. O tratamento
com DTNB melhorou substancialmente a taxa de sobrevivéncia,
representando assim um aumento de 40% na sobrevida ao longo
das 96 h analisadas. O tratamento com DTNB ndo alterou a
mortalidade de animais controle. Essa curva de sobrevivéncia foi
reproduzida por 3 vezes em periodos distintos.
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Figura 9: Efeito de DTNB na sobrevivéncia de animais sépticos. As
ratas foram submetidas ao CLP e receberam DTNB ou veiculo 12 e 24 h
apos a cirurgia. A sobrevida foi avaliada a cada 12 h ao longo de 96 h.
Os resultados foram expressos como porcentagem de sobrevivéncia e
sdo representativos de 3 experimentos diferentes, n = 30 por grupo. * P
< 0,05 estatisticamente diferente do CLP + veiculo. A analise estatistica
utilizada foi o teste de log rank.
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6.7.Efeito do DTNB sobre a producio de NO

Outro fator importante que ocorre durante a sepse é a
sintese exacerbada de NO. Nos investigamos se o DTNB estaria
produzindo seus efeitos benéficos através da inibi¢do da sintese
do NO. Para isto nés dosamos a concentra¢do de nitrito+nitrato
plasmaticos (NOx), como indicativo indireto da producdo de NO.

Conforme podemos observar na Figura 10, houve um
aumento significativo dos niveis de NOx plasmatico nos animais
sépticos 24 h apos a indugdo da sepse. O tratamento com DTNB
ndo produziu nenhum efeito sobre os niveis plasmaticos dos
metabolitos do NO, tanto dos animais sépticos como dos animais
controle.
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Figura 10: Efeito do DTNB sobre a concentraciio de nitrito + nitrato
(NOx) plasmaticos de animais sépticos. Os animais foram tratados
com DTNB ou veiculo 12 h apés inducdo da sepse. Vinte e quatro horas
apos o CLP foi obtido sangue e o NOx plasmatico foi mensurado. Cada
barra representa a média + erro padrdo da média de 6 ratas. *p < 0,05 em
relagdo ao grupo controle (ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc
de Bonferroni).
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6.8.Efeito do DTNB sobre a S-nitrosilacao de proteinas em
aortas toracicas

Agentes oxidantes e redutores de sulfidrilas podem induzir
a desnitrosilagdo de proteinas. Assim, investigamos se o0 DTNB
estaria promovendo seus efeitos na sepse através da
desnitrosilag¢do de proteinas vasculares.

Como observado, vinte e quatro horas ap6s a sepse ha um
aumento pronunciado de proteinas nitrosiladas em aortas
toracicas, como demonstrado pelo método Biotin switch. O
tratamento com DTNB 12 h apés a indugdo da sepse reduziu
substancialmente o nivel a S-nitrosilacdo de proteinas (Figura 11,
Painel A e B).

E importante observar que o DTNB ndo promoveu
nenhum efeito sobre a S-nitrosilagdo de proteinas constitutivas
dos animais naive.
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Figura 11: Efeito do DTNB sobre a S-nitrosila¢io de proteinas em
aortas de animais sépticos. As ratas foram submetidas CLP e 12 horas
apos a cirurgia foram tratadas com DTNB ou veiculo. Vinte e quatro
horas ap6s a indugdo da sepse amostras de aorta toracica foram
coletadas para realizagdo do ensaio de Biotin Switch. Painel A: Western
blot representativo de proteinas nitrosiladas totais nas aortas de dois
animais por grupo. Painel B: A densidade das bandas foi medida através
do programa ImageJ®. Os resultados representam a média + erro padrao
da média de 7 aortas por grupo. KDa indica marcadores de peso
molecular. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA duas
vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni). * P <0,05
estatisticamente diferente do grupo controle e # p < 0,05 em relagdo ao
grupo CLP + veiculo).
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6.9.Efeito do DTNB e do L-NAME sobre S-nitrosilacao do
BKc, de alta condutincia em aorta toracica

Os canais de potassio sdo alvos conhecidos da S-
nitrosilagdo e estdo relacionados com o prejuizo da contratilidade
vascular durante o choque séptico. Desta forma, noés utilizamos os
canais de potassio sensivel ao cdlcio de alta condutiancia como
prova de conceito dos efeitos induzidos pelo DTNB sobre a
desnitrosilagdo de proteinas.

Resultados obtidos mostram que em aorta de ratas sépticas
ocorre um aumento significativo da intensidade de fluorescéncia
de SNO quando comparados aos animais controle (Figura 12A,
Painel 1 e Figura 12B). Podemos observar também que este
aumento da intensidade de fluorescéncia estd amplamente
distribuido, deste o endotélio a musculatura lisa das aortas dos
animais sépticos. A sobreposi¢do indica que, de fato, os BKc,
estdo S-nitrosilados constitutivamente e que a sepse induz o
aumento da fluorescéncia (Figura 12A, Painéis k-1). Isto pode ser
melhor visualizado na amplia¢cdo de uma area da sobreposi¢do
(Figura 12A, Painel 1). Concomitantemente, foi observado um
aumento da intensidade de fluorescéncia de BKc, na aorta
toracica destes animais (Figuras 12A, Painel j; Figura 12B).

Os resultados mostram ainda que os tratamentos tanto com
DTNB quanto com L-NAME diminuiram consideravelmente a
intensidade de fluorescéncia de SNO (Figura 12A, Painel m;
Figura 12A, Painel q, respectivamente; e Figura 12B). Todavia,
estes dois compostos reduziram parcialmente a fluorescéncia do
BK¢, (Figura 12A, Painel n; Figura 12A, Painel r,
respectivamente; Figura 12C) .

A administragdo de DTNB em animais controle ndo
induziu nenhum efeito significante sobre os parametros avaliados.



A

SNO
Naive
+
Veiculo
Naive
+
DTNB

CLP
+
Veiculo

Ampliagio

83




84

w
o

SNO BKca

< 8 * z 3 *
% 26 % 2 # #
T 3@ 2 * x
o £ o £
g <§ 4 2 t§
g8 # 78
= Iil Ii - 3 Ij

5, 3 = 2,
CLP - + + + cLP - -+ + +
DTNB - + - + - DTNB - + - +
LNAME  — - -+ L-NAME  — - - =+

Figura 12: Deteccio de SNO e BK. de alta condutincia por
imunofluorescéncia em anéis de aorta toracica de ratas. O DTNB (63
pmol/kg, s.c.) ou veiculo foi administrado 12 horas apds o CLP. Um
grupo de animais foi tratado com L-NAME (55 umol/kg, s.c.), Lhe 6 h
apos o CLP. Vinte e quatro horas apos o procedimento cirurgico, os
animais foram eutanasiados e aortas toracicas foram colhidas,
congeladas, cortadas em fatias (8 um de espessura) e incubadas com os
anticorpos anti-SNO (Painéis a, e, [, m e q) e anti-BKca (Painéis b, f, j, n
e 1). Painéis a-d: anéis de aorta de animais controle tratados com
veiculo; Painéis e-h: anéis de aorta de animais controle tratados com
DTNB; Painéis i-1: anéis de aorta de animais sépticos tratados com
veiculo; Painéis m-p: anéis de aorta de animais sépticos tratados com
DTNB; Painéis g-t: anéis de aorta de animais sépticos tratados com L-
NAME. Os anticorpos secunddrios utilizados foram Alexa fluor 488
(verde) e Alexa fluor 594 (vermelho). As imagens foram adquiridas em
microscopio confocal com aumento de 63 vezes e magnificagdo com
zoom digital de 3 X (Painéis d, h, i, p, t). Setas amarelas indicam a luz
do vaso. As barras brancas representam 20 pm. Caixas brancas
representam a area que foi realizada o zoom. Para facilitar a visualizagio
todos os painéis tiveram o seu contraste aumentado igualmente em 40%.
Os Painéis B ¢ C mostram a analise quantitativa da intensidade da
fluorescéncia para SNO e BK,, respectivamente (unidades arbitrarias).
Cada barra representa a média de 3 a 4 aortas obtidas de ratas por grupo.
A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA duas vias seguida
pelo teste post hoc de Bonferroni). ¥*P<0,05 estatisticamente diferente do
grupo controle e # p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP + veiculo).
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6.10.Avaliacdo do contetido proteico de canal de potassio
sensivel ao calcio de alta condutizncia

Os BKc, s@o regulados fisiologicamente através da S-
nitrosilagdo de proteinas. Nos verificamos se o aumento da
intensidade de fluorescéncia do SNO estaria relacionado ao
aumento da expressdo da proteina BK¢, durante a sepse. Assim,
avaliamos o perfil de expressdo da proteina em aortas toracica
através da imunoeletroforese. Pode-se observar que ndo houve
aumento da expressdo do BK¢, em aortas de animais sépticos
quando comparados ao controle. Além disso, os resultados
mostram que o tratamento com DTNB ndo causou nenhuma
diferenca significativa nestes grupos experimentais (Figuras 13A
e 13B).
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Figura 13: Expressio do BKc, em aorta de animais sépticos. Os
animais foram submetidos ao CLP e 12 horas apds a cirurgia foram
tratados com DTNB ou veiculo. Vinte quatro horas apos a indugdo da
sepse, aortas toracicas foram colhidas e processadas para o
imunoeletroforese. Painel A: experimento representativo de proteinas
nitrosiladas totais nas aortas de 3 animais por grupo. Painel B: a
densidade das bandas foi medida através do programa Imagel® e
expressa como unidades arbitrarias. As amostras foram normalizadas em
relagdo a densidade da banda obtida pela solu¢do de Ponceau S. Cada
barra representa 3 animais por grupo. Os dados foram analisados
utilizando ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de
Bonferroni.
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7. DISCUSSAOQ

Desde as primeiras observagdes na década de 80 que
identificaram o NO como o fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF) (PALMER et al, 1987), sucessivas descobertas
fundamentaram a importancia deste gas em inumeros processos
biologicos (CALMELS et al., 1997; DHEIN et al., 1999;
STRAUB et al., 2012). A relevancia do NO foi reconhecida pelo
meio cientifico em diferentes ocasides até que 1992, a revista
Science o elegeu como a molécula do ano (KOSHLAND, 1992).
Hoje nao nos restam diividas quanto a multiplicidade dos efeitos
biolégicos produzidos pelo NO, fruto do seu envolvimento em
diferentes vias de sinalizacdo (PALMER et al., 1987; DHEIN et
al., 1999; SCOTT et al., 2001; STRAUB et al., 2012). Porém,
continuamos a nos surpreender com o fato de uma molécula tao
simples poder exercer papéis tdo complexos, € muitas vezes
antagonicos.

Ha tempos que a comunidade cientifica vem tentando
entender esta dicotomia bioldgica do NO. Por muitos anos, foi
assumido que os efeitos bioldgicos impulsionados pelo NO
estariam relacionados com a sinalizagdo da via guanilato ciclase
soluvel (GCs) (RAPOPORT e MURAD, 1993). Hoje, no entanto,
o entendimento do modo de ag¢do do NO se tornou maior quando
foi observado que a GCs é somente uma parte, ainda que de
grande importéncia, da historia.

A agdo do NO se estendeu quando foi observada a sua
capacidade de alterar a estrutura ¢ a funcdo de proteinas, através
modificagdes pos-traducionais (HESS et al., 2005; ANAND e
STAMLER, 2012). Modificagdes estas, em especial a S-
nitrosilacdo de proteinas, v€m contribuindo para clarear pontos
obscuros da nossa (in)compreensdo da relevancia e importancia
do NO em situagdes fisioldgicas e patoldgicas, como a sepse.
Portanto, ao invés de pensarmos apenas no excesso de NO na
sepse, ligado as enzimas NOS e/ou a GCs, devemos analisar
também como a S-nitrosilagdo de proteinas pode estar
contribuindo para a piora do quadro clinico.

Desta forma, este trabalho de doutorado avaliou o
envolvimento da S-nitrosilagdo de proteinas nas alteragdes
cardiovasculares durante a sepse, bem como verificou o potencial
terapéutico da desnitrosilagdo de proteinas neste processo.
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Para isto, optamos por utilizar o modelo de CLP para a
inducdo da sepse. Este modelo ¢ frequentemente utilizado para
inducdo de sepse em roedores, pois ¢ o que mais se aproxima das
caracteristicas da sepse em humanos.

O modelo CLP produz alteragdes nas barreiras protetoras
endogenas dos animais, o que permite a translocacdo de bactérias
locais extras intestinais. Este modelo além de ser de baixo custo,
mostra uma progressao similar a sepse na clinica, com a ativagao
do sistema imunologico (para revisio ver BURAS et al., 2005;
DEJAGER et al.,, 2011), alteracdes progressivas do sistema
cardiovascular e disfun¢do de 6rgaos (FERNANDES et al., 2009;
SORDI et al., 2010; NARDI et al., 2014).

Embora haja limitagdes em transpor os dados de estudos
com animais para clinica, ainda assim, estes estudos sao
indispensaveis para o entendimento da fisiopatologia da sepse.

Por ser um modelo invasivo, os animais expostos ao CLP
produzem sinais de desconforto e dor como piloerecdo, baixa
mobilidade, cifose vertebral, cromodacriorreia, orelhas curvadas
para tras e dispneia (SOTOCINA et al., 2011). O processo
doloroso aumenta a secre¢ao de catecolaminas e altera a resposta
imunologica e desta forma, pode comprometer os dados do
estudo (para revisdo ver WAITE et al., 2015). Visando minimizar
a dor e o desconforto, os animais submetidos ao CLP foram
tratados com um analgésico opiodide, o tramadol. Este analgésico
¢ um derivado sintético da codeina e atua centralmente inibindo a
transmissdo da dor através da inibigdo da recaptagdo neuronal da
noradrenalina e aumento da liberagdo de serotonina (MINAMI et
al., 2015). Trabalhos observaram que analgésicos opidides como
a morfina, podem promover alteragdes na resposta do sistema
imunologico (para revisao ver SACERDOTE, 2006). Entretanto,
ao contrario da morfina e da codeina, o tramadol ndo apresenta
efeitos imunossupressores (SACERDOTE, 2006; HUGUNIN et
al., 2010). Os opidides também podem promover alteragdes no
sistema cardiovascular (para revisdo ver MOLINA, 2006). O
estudo conduzido por Nardi e colaboradores (2013) demonstrou
que o tramadol normalizou a pressdo arterial de animais sépticos.
Por outro lado, neste presente trabalho, nos observamos que o
tramadol ndo alterou a pressdo arterial média, como também nao
modificou o perfil hematologico e a taxa de sobrevivéncia de
animais sépticos (dados ndo mostrados). Uma possivel explicagdo
para esta discrepancia de resultados estaria relacionada com a
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dose de tramadol. No trabalho de Nardi e colaboradores (2013) a
dose de tramadol utilizada foi maior do que é preconizada para
ratos (FISH et al., 2008).

Como citado anteriormente, a instabilidade hemodinamica
¢ considerada uma das principais responsaveis pela morte de
pacientes com choque séptico, devido a persisténcia e
irreversibilidade da hipotensao (GROENEVELD et al., 1986). No
choque séptico, a vasoplegia ¢ caracterizada por vasodilatagao,
com diminui¢do grave da pressdo arterial sistémica, apesar do
alto débito cardiaco e reanimag¢do adequada, além de apresentar
resisténcia vascular sistémica marcadamente baixa, mesmo com a
administragdo vasopressora adrenérgica (para revisdo consultar
SHARAWY, 2014).

Nossos resultados mostraram que 8 h e 24 h apds a
indugdo da sepse, os animais apresentaram profundas alteragdes
cardiovasculares, evidenciadas pela hipotensdo arterial,
hiporreatividade a fenilefrina e aumento da frequéncia cardiaca.
No choque séptico, a disfungdo cardiovascular tem sido atribuida
a uma combinagdo de lesdo endotelial, disfun¢do do sistema
arginina-vasopressina ¢ liberacdo excessiva de mediadores
inflamatodrios vasodilatadores, dos quais 0 NO desempenha um
importante papel (para revisdo ver MATSUDA e HATTORI,
2007; FERNANDES e ASSREUY, 2008).

Ha anos, o NO vem sendo estudado como um potencial
alvo terapéutico nas alteracdes cardiovasculares durante a sepse.
Estudos demonstraram, por exemplo, que inibidores das enzimas
NOS promovem a melhora da pressdao arterial sistémica e¢ da
reatividade a vasoconstritores, além de resultar no aumento da
sobrevida de animais sépticos (KILBOURN et al., 1990; SZABO
et al,, 1993; WU et al., 1996). Além disso, animais que ndo
expressam a NOS-2 e submetidos ao modelo de endotoxemia
apresentaram a funcdo cardiovascular preservada
(MACMICKING et al., 1995; GUNNETT et al., 1998).

Se por um lado os estudos com animais mostraram que
NO poderia ser um alvo terapéutico promissor, 0S ensaios
clinicos vieram de encontro a nossas expectativas devido ao
aumento na mortalidade (LOPEZ et al., 2004; DZAVIK et al.,
2007). Estes resultados provocaram cautela na comunidade
cientifica. Certamente, o uso de inibidores das NOS como
terapéutica para sepse ¢ uma tarefa ardua, principalmente se
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consideramos o papel essencial do NO para o controle da
homeostasia vascular e da imunidade inata.

Além disso, até hoje poucos estudos consideraram a
possibilidade de que o aumento da S-nitrosilagdo de proteinas
poderia estar interferindo em diferentes vias de sinalizagdo
durante a sepse. Talvez a dificuldade de encontrar ferramentas
farmacolégicas e terapéuticas eficientes tenha inibido a
comunidade cientifica de avangar nesta area.

Agentes oxidantes de sulfidrila podem levar a
desnitrosilagio de proteinas (MARTINEZ-RUIZ et al., 2013).
Estudos apontam que agentes oxidantes e redutores de
grupamentos sulfidrilas provocam alteragdes no estado redox de
canais i6nicos, regulando sua atividade (LIU E GUTTERMAN,
2002). Foi observado também que o agente oxidante de
sulfidrilas, o DTNB, induz o aumento de Ca”" intracelular em
cultura de neurdnios hipocampais (LONG et al., 2009) e reduz a
atividade de canais de potissio sensiveis ao Ca’" em células
endoteliais da aorta bovina (CAI ¢ SAUVE, 1997). Resultados
prévios do nosso laboratério mostraram que o DTNB previne e
reverte a hiporreatividade a vasoconstritores induzida por
doadores de NO, tanto in vitro como in vivo (TERLUK e
ASSREUY, 2005; BENEDET e ASSREUY, 2013).

Deste modo, investigamos a acdo do DTNB sobre a
disfuncdo cardiovascular de animais em choque séptico. A ideia
inicial foi tentar oxidar os tidis livres e assim evitar a reacdo com
0 NO. Esta abordagem mostrou-se proveitosa uma vez que o pré-
tratamento com DTNB antes do inicio da sepse proporcionou
protecdo parcial. Ao passarmos o tratamento com DTNB para 4 h
apos a instalagdo do quadro séptico a resposta ao vasoconstritor
foi melhorada, embora ndo tenha proporcionado nenhum
beneficio na pressdo arterial e na frequéncia cardiaca. No entanto,
para nossa surpresa, o tratamento com DTNB 12 h apds a indugdo
da sepse, além de reverter completamente a hiporreatividade a
fenilefrina, normalizou a pressdo arterial e atenuou a taquicardia
de animais em choque séptico.

O aumento da S-nitrosilagdo de proteinas contribui para a
hipotensdo arterial em ratos endotoxémicos (WESTENBERGER
et al., 1990; JOURD’HEUIL et al., 2000; LIU et al., 2004). Além
disso, a S-nitrosilagdo de proteinas também esta relacionada com
a diminuicdo da resposta a vasoconstritores. Foi mostrado que a
exposicdo do tecido vascular a doadores de NO resulta no
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aumento dos niveis de SNO e na consequente perda da resposta
pressorica as catecolaminas (Da SILVA-SANTOS et al., 1999;
ALENCAR et al.,, 2003a e 2003b). Trabalhos subsequentes
mostraram que a hiporreatividade vascular est4 relacionada com a
S-nitrosilagdo da PKC (proteina cinase C) (CHOI et al., 2011) e
também com a S-nitrosilagdo do receptor ol-adrenérgico
(NOZIK-GRAYCK et al., 2005). Apesar de estes trabalhos
apontarem uma importante contribuicdo da S-nitrosilacdo de
proteinas para o prejuizo da resposta vasoconstritora, até hoje
nenhum trabalho havia avaliado o seu papel na hiporreatividade
vascular durante o choque séptico.

Nos observamos que além da hipotensao arterial, proteinas
importantes para a resposta vasoconstritora sdo S-nitrosiladas na
sepse, resultando na redugdo da resposta contratil frente a
fenilefrina. De maneira interessante, o DTNB reverte
substancialmente esta hiporreatividade vascular tanto em anéis de
aorta isoladas de animais sépticos quanto na resposta pressorica
frente ao agonista al-adrenérgico. Deve-se ressaltar que o DTNB
nao altera a PAM nem a vasoconstricdo ol-adrenérgica dos
animais do grupo controle, sugerindo que este composto ndo
interfere na regulagdo da pressdo arterial ¢ nem na ligacdo da
fenilefrina ao receptor.

Um ponto relevante do nosso trabalho ¢ o fato do
tratamento com DTNB ser mais efetivo na fase tardia da sepse.
Estes resultados podem estar relacionados com a expressdo da
NOS-2. No modelo experimental de endotoxemia, o nivel
proteico maximo de NOS-2 ocorre em torno da 12* hora apos o
inicio da sepse, sendo que na 24* hora sua expressdo esta
normalizada (DA SILVA-SANTOS et al., 2002; KADOI e
GOTO, 2004; LIN et al., 2006). Desta forma, o NO pode estar
sendo liberado dos S-nitrosotiéis mantendo a hipotensdo e a
hiporreatividade a vasoconstritores nos periodos tardios da sepse,
mesmo quando a expressdo da NOS-2 estd diminuida.

A fungdo cardiaca ¢é altamente regulada pela S-
nitrosilagdo de proteinas. Foram identificadas mais de 100
proteinas nitrosiladas em coragdes de camundongos saudaveis
(SHAO et al., 2016). Entretanto, alteragdes nos niveis de SNO
endogeno também estdo relacionadas com o prejuizo cardiaco.
Foi observado, por exemplo, que a depressdo miocardica em
animais endotoxémicos estd associada com o aumento de
proteinas  cardiacas nitrosiladas (SIPS et al, 2013).
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Adicionalmente, nds observamos que a administragdo do DTNB
ndo apenas melhora a frequéncia cardiaca, como também diminui
os niveis do biomarcador de dano cardiaco (CK-MB, creatina
cinase fracdo MB). Apesar de estes resultados sugerirem que o
DTNB diminui a lesdo cardiaca de animais sépticos, ndo se pode
determinar de fato se ha uma melhora concomitante da fungdo
cardiaca. Para isto, ensaios especificos para avaliar a fungdo
cardiaca, como cora¢do isolado e perfundido (modelo de
Langendorff) deverdo ser realizados.

O prejuizo da fungdo cardiovascular durante a sepse pode
resultar em hipoperfusdo tecidual e consequentemente em
disfuncdo e faléncia de 6rgdos (para revisdo ver DELLINGER et
al., 2013). Todavia, o aumento da PAM pode ser insuficiente
para a melhora da perfuso tecidual, uma vez que a disfuncdo
microcirculatoria pode persisticr (DOERSCHUG et al., 2007). De
acordo com o Surviving Sepsis Campaign de 2012, o aumento de
lactato sérico na sepse ¢ considerado o melhor biomarcador de
hipoperfusdo tecidual na clinica (DELLINGER e tal., 2013), e
seu aumento esta relacionado com um pior progndstico para o
paciente. Mikkelse e colaboradores (2009) observaram que a
mortalidade de pacientes sépticos é proporcional ao aumento das
concentracdes de lactato sanguineo. Constataram ainda que
concentracdes baixas de lactato séricos (<2,5 mmol/L),
intermediaria (2,5 - 4 mmol/L) e elevada (>4 mmol/L) resultaram
num indice de mortalidade de 8,7%, 16,4% e 31,8%,
respectivamente. Por ser um bom parametro de adequagdo do
fornecimento de oxigénio e resolugdo da hipoxia tecidual global,
a normalizagdo das concentragdes séricas de lactato deve
constituir um dos pontos imprescindiveis na ressuscitagdo do
paciente com sepse (DELLINGER et al., 2013).

Desta forma, nés avaliamos o nivel de lactato plasmatico
dos animais tratados com DTNB. Corroborando com os dados
clinicos, os animais submetidos ao modelo de CLP apresentaram
um aumento expressivo do lactato plasmatico. Mas o mais
surpreendente foi o fato do tratamento com DTNB reverter
totalmente a hiperlactatemia séptica. Estes resultados sugerem
que o aumento de NO pode estar nitrosilando proteinas
importantes para o funcionamento da microcirculagdo e
comprometendo a perfusdo tecidual. Mais ainda, mostram que a
desnitrosilagdo de proteinas ndo apenas normalizou a pressdo
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arterial, mas também contribui para a melhora da perfusdo
tecidual.

O comprometimento da perfusdo tecidual induzida pela
sepse pode causar danos funcionais nos Orgdos, € no nosso
modelo experimental além do dano cardiaco, observamos que a
sepse induziu dano hepatico.

O figado tem papéis cruciais na sepse, pois ¢ essencial para
o controle de bactérias e toxinas da corrente sanguinea e regula
processos metabdlicos, além de ser um alvo frequente da
inflamagdo desregulada (para revisdo ver STRAND et al., 2017).
A desregulacdo hepatica induzida pela sepse tem valor
prognoéstico relevante e estd associada a altos indices de
mortalidade (DIZIER et al., 2015). O aumento de marcadores de
dano hepatico, como as transaminases, esta relacionado com a
hipoperfusdo hepatoesplanica e a consequente disfuncao hepatica.
Hiltebrand e colaboradores (2000) mostraram que durante o
choque séptico ha uma redugdo do fluxo microcirculatério do
figado em aproximadamente 50%. Além disso, o prejuizo da
perfusdo hepatica gera lesdes estruturais e funcionais, e pode ser
responsavel por desencadear e/ou sustentar a faléncia de varios
outros orgaos (para revisdo ver STRAND et al., 2017).

Embora o colapso do sistema cardiovascular na sepse
esteja associado, em parte, ao aumento da sintese de NO, seu
papel na disfungdo hepatica na sepse ainda € controverso. Se por
um lado estudos mostraram que inibidores seletivos da NOS
restauraram a circulagdo arterial hepatica (SAETRE et al., 1998),
por outro, a sua inibi¢do produziu efeitos prejudiciais na
perfusdo, no transporte de oxigénio e na morfologia hepatica
(HUANG et al., 1997; WANG et al., 1998).

Alternativamente, ha uma relacdo importante no aumento
dos niveis SNO com efeitos deletérios no sistema hepatico.
Niveis aumentados de proteinas nitrosiladas no figado estdo
relacionados com o aumento substancial das transaminases
hepaticas e apoptose dos hepatocitos (LIU et al, 2004;
SCHONHOFF et al.,, 2010). Corroborando com a literatura,
nossos resultados mostram uma forte contribuicdo do aumento
dos niveis de SNO para a disfun¢do hepatica na sepse. Nossos
resultados também mostram que o DTNB reverteu o dano
hepéatico em animais sépticos. Desta forma, podemos inferir que
os efeitos benéficos do DTNB sobre a fun¢do cardiovascular e
principalmente sobre a perfusdo tecidual favoreceu a melhora da
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funcdo hepatica no choque séptico. Novamente, ¢ digno de
mencionar que todos estes efeitos benéficos foram observados
mesmo quando o DTNB foi administrado apds a sepse ja estava
instalada.

A creatinina e ureia plasmatica também estavam
aumentadas nos animais submetidos ao CLP, indicando faléncia
renal. Apesar de o DTNB ter melhorado substancialmente os
parametros hemodinidmicos e a fung¢do hepatica, o tratamento ndo
foi capaz de reverter a disfungdo renal. No momento, ndo temos
uma boa explicacdo do motivo dos indices renais nao terem sidos
afetados pelo DTNB. Sabe-se, no entanto, que a S-nitrosilagdo do
fator nuclear de células T ativadas 5 (NFATS; do Inglés nuclear
factor of activated T-cells 5) renal esta associado com o prejuizo
na osmolalidade urinaria induzido pela sepse (KUPER et al.,
2012). Como o DTNB ¢ incapaz de atravessar as membranas
plasmaticas, talvez a S-nitrosilagdo de alvos proteicos
intracelulares esteja mais relacionada com o prejuizo da fungdo
renal. Outra especulacdo é que a falta de hiporresponsividade do
leito renal durante a sepse (BOFFA et al., 2005) poderia ndo
deixar evidente os efeitos benéficos do DTNB.

Na sepse, o comprometimento do metabolismo celular
também contribui para o desenvolvimento da disfungdo de
multiplos o6rgdos. O distirbio do metabolismo da glicose esta
relacionado a piores consequéncias para pacientes sépticos.
Durante os periodos iniciais da sepse, adrenalina, glucagon e
glicocorticoides estdo aumentados, levando a hiperglicemia via
gliconeogenese e glicogendlise no figado (para revisdo ver
PUMMER e DEANE, 2016).

Nas fases tardias da sepse, no entanto, ha o predominio da
fase hipometabolica, caracterizada pela hipoglicemia (para
revisio ver PUMMER e DEANE, 2016), sendo esta uma
caracteristica que ocorre principalmente em pacientes em estado
critico (FINFER et al.,2012).

Assim como na clinica, 0 modelo experimental de sepse
induziu hipoglicemia grave nos animais sépticos. E interessante
observar que o tratamento com DTNB normalizou os niveis
glicémicos dos animais sépticos. A gravidade ¢ a duragdo da
hipoglicemia necessaria para causar danos permanecem incertas,
e os mecanismos pelos quais a hipoglicemia aumenta a
mortalidade na sepse ainda ndo foram completamente elucidados.
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Contudo, a hipoglicemia pode causar danos neuroldgicos
irreversiveis (SUH et al., 2007; DUNING et al., 2010).

Até o momento, ndo existe na literatura um estudo que
relacione o aumento de S-nitrosilagio de proteinas com a
hipoglicemia na sepse. Mas o aumento de SNO hepatico esta
relacionado com alteragdes no metabolismo glicémico
(SHINOZAKI et al., 2011). Desta maneira, podemos especular
que a melhora da fungdo hepatica induzida pela DTNB tenha
refletido na regulagdo do metabolismo glicémico. Portanto, a
contribui¢do destes resultados ¢ muito importante, uma vez que
ha uma forte relagdo entre a hipoglicemia e a mortalidade em
pacientes criticos (EGI et al., 2010; FINFER et al., 2012).

Outro aspecto interessante é o fato do tratamento com o
DTNB também apresentar efeitos imunomoduladores na sepse. O
tratamento com DTNB atenuou a leucopenia, linfopenia,
monocitopenia e trombocitopenia dos animais sépticos, embora
nao tenha produzido nenhum efeito sobre a granulocitose. Na
sepse, a diminui¢do dramatica de linfocitos e mondcitos
circulantes constitui o principal mecanismo de supressdo
imunologica prolongada, sendo responsavel em grande parte
pelas mortes tardias apos lesdao (VENET et al., 2010; DREWRY
et al., 2014).

Também é comum na sepse a ocorréncia de disfun¢des na
agregacdo e coagulacdo plaquetaria, de forma que a diminuigdo
do numero de plaquetas também pode estar relacionada com a
mortalidade da doenga (MURONOI et al., 2016). Foi descrito na
literatura que o aumento de SNO mediado por doadores de 6xido
nitrico reduz a adesdo plaquetaria (IRWIN et al., 2009). No
entanto, até hoje ndo foi observado a participagdo da S-
nitrosilagdo de proteinas na diminuicdo da adesdo plaquetaria,
tampouco na trombocitopenia séptica. Embora nds tenhamos
observado que a S-nitrosilagdo de proteinas poderia contribuir
para alteracdes da resposta imune e plaquetaria durante a sepse,
mais estudos devem ser realizados.

Além de promover melhora sobre o niimero de linfocitos
mondcitos e plaquetas circulantes, o DTNB normalizou o
percentual de hemoglobina e hematdcrito sanguineo. Aumentos
nestes parametros estdo correlacionados, indiretamente, com a
maior permeabilidade vascular e consequentemente, com o
aumento do extravasamento plasmatico (SU et al., 2007). Desta
maneira, podemos inferir que parte dos efeitos benéficos induzido
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pelo tratamento com DTNB pode estar relacionado também com
a diminuicdo do extravasamento vascular durante o choque
séptico.

Até o dado momento, o conjunto de dados mostra que: i) o
aumento da S-nitrosila¢do de proteinas contribui para a disfungao
cardiovascular e para disfun¢do multipla de 6rgdos associada ao
choque séptico; ii) o tratamento com DTNB realizado durante o
choque séptico restaura as fun¢des hemodinadmica, melhora a
perfusdo tecidual, diminui o dano/disfungdo de 6rgao, restabelece
o perfil glicémico, melhora o perfil imunolégico e plaquetario de
animais sépticos e normaliza a hemoconcentragio.

Desta forma, ndés avaliamos se os beneficios obtidos pelo
tratamento com DTNB poderiam refletir na sobrevivéncia de
animais sépticos. Estudos ja haviam observado que o aumento de
SNO contribui para a mortalidade de animais endotox&micos
(LIU et al., 2004). Ademais, dados prévios do nosso laboratério
observaram que a administracdo de DTNB reduziu a mortalidade
de animais desafiados com Escherichia coli (TERLUK, 2005).
Igualmente, nossos resultados mostraram que o tratamento com o
composto, apdés a indu¢do da sepse, aumenta em 40% a
sobrevivéncia de animais sépticos. Além disso, os animais CLP
exibiram letargia e cromodacriorreia ja nas primeiras 12 horas
apos a indugdo da sepse, enquanto que os animais sépticos
tratados com DTNB apresentaram estes sinais em menor
intensidade, com evidente aumento da atividade motora (dados
nao mostrados).

Desta maneira acreditamos que desnitrosilagdo de
proteinas pode ser uma ferramenta terapéutica importante, pois o
tratamento em estagios tardios da sepse trouxe muitos resultados
benéficos, exatamente quando a maioria das demais alternativas
terapéuticas ndo obteve sucesso.

Embora esteja descrito que agentes oxidantes de sulfidrilas
promovam a desestabilizagdo de SNO, ndo ha evidéncias que
comprovem que o DTNB induz a desnitrosilacdo de proteinas.
Nossos resultados mostram que muitas proteinas estdo
nitrosiladas constitutivamente na aorta de animais controle. Estes
resultados, de certa forma, ndo trouxeram nenhuma surpresa, ja
que varias proteinas estdo nitrosiladas em condigdes fisiologicas,
sendo este um fator critico para sua fun¢do (para revisdo ver
ANAND E STAMLER, 2012).
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Portanto, estes resultados mostram uma clara
demonstracdo da relevancia dos nitrosotiois in vivo. Mostramos
também que durante a sepse '"novas" proteinas parecem
nitrosiladas, assim como algumas ja nitrosiladas exibiram uma S-
nitrosilagdo mais elevada. O mais interessante ¢ que o DTNB néo
"eliminou" todos os nitrosotidis de proteinas da aorta. Em vez
disso, parece que o composto ndo afetou a nitrosilacdo basal.
Como o DTNB nfo ¢é capaz de atravessar a membrana celular,
podemos especular que as proteinas nitrosiladas intracelulares
sejam importantes para a homeostase, enquanto que as proteinas
da face externa da membrana celular sdo relevantes para o
resultado da sepse.

Outro fator relevante ¢ que o tratamento ndo alterou a
sintese de NO, visto que os niveis plasmaticos dos metabolitos do
NO néo foram diminuidos. Como comentado anteriormente, este
fato ¢ muito significativo ja que a inibicdo da NOS pode gerar
consequéncias nocivas para o hospedeiro.

Nosso grupo vem mostrando a participagdo de canais de
potassio para a disfuncdo cardiovascular na sepse. Da Silva-
Santos e colaboradores (2002) observaram que o prejuizo da
contratilidade vascular em animais endotoxémicos esta
relacionado com a ativagdo excessiva dos canais de potassio
sensiveis ao ATP (KATP), uma vez que bloqueadores de canais
de potassio (glibenclamida e tetractilamonio) restauraram a
hiporeatividade a vasoconstritores. Somando-se a isso, Sordi e
colaboradores (2010) mostraram que o tetraetilamonio, além de
melhorar a fungdo cardiovascular e a disfungdo organica,
contribui para a diminui¢do da expressiao da NOS-2 em ratos
sépticos. Esta importante relagdo do NO e canais de potassio foi
observada igualmente em outros trabalhos, os quais
demonstraram que o aumento da produgdo de NO durante a sepse
¢ responsavel pelo aumento da expressao de KATP (CZAIKA et
al., 2000; COLLIN et al., 2011).

Sabe-se que em condigdes fisiologicas a S-nitrosilagao de
canais potassio ¢ importante para a regulacdo da sua atividade
(BOLOTINA et al., 1994; ASADA et al., 2009; GOMEZ et al.,
2009; KAWANO et al., 2009). No entanto, a contribui¢do da S-
nitrosilagdo destes canais para o desenvolvimento da sepse ainda
nao estd bem esclarecida. Visto que a S-nitrosilagdo dos canais
de potassio ¢ importante para a regulacdo da sua atividade em
condi¢des fisiologicas, destacamos BKCa de alta condutancia
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como prova de conceito para mostrar que um alvo relevante para
controle fisiologico vascular seria de fato também um alvo para
S-nitrosilagdo em nosso modelo.

Os resultados de imunofluorescéncia confirmam os dados
com o biotin switch e claramente mostram que nas aortas dos
ratos sépticos o nivel de SNO esta aumentado. Niveis elevados de
SNO s3o igualmente observados tanto na musculatura lisa,
quanto na regido endotelial das aortas das ratas sépticas. Nossos
resultados sugerem, ainda, um evidente aumento na S-
nitrosilagdo do BKCa. E interessante notar que o tratamento com
DTNB assim como o tratamento com L-NAME, reduziu
substancialmente os niveis de SNO vascular, embora ambos os
compostos nao tenham reduzido os niveis de BKCa na aorta dos
animais sépticos. Além da importancia para a disfunc¢do vascular
induzida pela sepse, estes resultados mostram que o BKCa pode
ser um alvo relevante para S-nitrosilacdo desregulada na sepse.
Por outro lado, estes resultados apontam que sua denitrosilagdo
pode ser um fator importante para os efeitos benéficos do DTNB
na sepse.

Embora os experimentos com imunofluorescéncia tenham
demonstrado um aumento concomitante do contetido de BKCa
vascular com o SNO, os resultados com Western blot foram
divergentes. Como o DTNB ndo atravessa a membrana
plasmatica, decidimos ndo permeabilizar os tecidos durante a
imunofluorescéncia. Portanto, estes resultados representam o
aumento do BKCa apenas na face externa da membrana,
enquanto os resultados do Western Blot mostram o conteudo
proteico total.

A principal limitacdo do nosso trabalho estd relacionada
com os mecanismos pelos os quais 0 DTNB exerce seus efeitos
desnitrosilantes. Entretanto, o trabalho descrito por Gergel e
Cederbaum (1997) nos fornece alguns esclarecimentos. Este
trabalho mostra que o NO reage com o TNB, o 4acido
nitrotiobenzoico, resultando na formacdo de SNO-TNB (TNB
ligado ao NO). Embora estes resultados nos fornegam uma
possivel explica¢do para a a¢do desnitrosilante do DTNB, o exato
mecanismo de interagdo NO e TNB néo esta claro, e desta forma,
novos trabalhos deverao ser realizados para esclarecer este ponto.

Nao desconsideramos a hipdtese de que outros alvos
proteicos, além dos BKc,, estejam sendo S-nitrosilados na sepse.
E provavel que os efeitos do tratamento com o DTNB também
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estejam surtindo efeitos positivos em outras proteinas. Se por um
lado a falta de seletividade do composto possa ter sido uma
limitagdo, por outro, este fator foi talvez a chave do sucesso
terapéutico, visto a caracteristica multifatorial da sepse. Portanto,
a desnitrosilagdo de proteinas pode ser uma alternativa eficaz no
tratamento da sepse porque melhora a condicdo do hospedeiro
mesmo depois de todas as respostas fisiologicas terem sido
perturbadas pela sepse.
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8. CONCLUSAO
Os resultados aqui apresentados permitem concluir que:

1- A producdo elevada de NO durante a sepse resulta no
aumento de SNO no tecido vascular;

2- Proteinas importantes para a regulagdo da pressdo arterial e
para funcionamento vascular estdo S-nitrosiladas durante a sepse;
3- O aumento de S-nitrosilagdo de proteinas na sepse esta
envolvido com: a) hipotensdo arterial sist€émica; b) perda da
resposta pressora a fenilefrina; c) diminui¢do da perfusdo
tecidual; d) disfungdo de orgdos; e) alteragdes do metabolismo
glicémico, imune e plaquetario; f) extravasamento vascular e g)
aumento da mortalidade de animais sépticos;

4- O tratamento com DTNB durante o choque séptico
restabeleceu as fun¢des hemodinamicas, resultou na diminui¢do
da lesdo/disfuncdo de orgdos, melhorou o perfil glicémico e
hematologico e aumentou a sobrevida de ratas sépticas;

5- O tratamento com DTNB realizado durante o choque séptico
provocou uma reducdo substancial das proteinas nitrosiladas na
aorta e, nomeadamente, nos canais de potassio dependentes do
calcio, sem alterar a sintese de NO.

Embora nosso estudo com animais de experimentacio
tenha uma limitagdo Obvia, pela dificuldade de transpor os
resultados experimentais para o ambiente clinico, os resultados
aqui relatados indicam que devemos considerar que a S-
nitrosilagdo ¢ um importante mecanismo pelo qual o NO exerce
seus efeitos sobre as fungdes vasculares durante a sepse e
contribui assim para a piora do quadro. No entanto, o mais
interessante é que a desnitrosilacdo de proteinas pode ser uma
alternativa eficaz no tratamento da sepse, mesmo ap6s o choque
séptico ja estar em curso. Portanto, seria interessante que este
conceito pudesse ser transposto na clinica e desta forma, abrir
novas oportunidades terapéuticas para a redugdo do prognostico
alarmante desta sindrome.
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