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A alta producdo de 6xido nitrico (NO) € um dos principais responsaveis pela hipotensao e
hiporeatividade a vasoconstritores, caracteristicas clinicas do choque séptico. A ativacao da
enzima guanilato ciclase soltvel (sGC) responde pelos principais efeitos do NO durante esta
patologia. Entretanto, ha controvérsias a respeito se a utilizagdo de inibidores desta enzima
€ uma opcao efetiva e segura para o tratamento do choque séptico. A incubacao in vitro de
pulmbes, retirados de animais controles ou injetados com LPS 24 h antes, com
nitroprussiato de sédio (SNP), gerou um aumento de 20 vezes nos niveis de cGMP. J4 em
tecidos de animais injetados com LPS 8 h antes, o SNP falhou em aumentar os niveis de
cGMP. Os niveis protéicos da sGC foram reduzidos no tempo de 8 h ap0s a injecéo de LPS
e voltaram a valores normais em ratos injetados com LPS 24 h antes. A reposta
vasoconstritora para fenilefrina foi reduzida em torno de 50 % em 8 e 24 h ap0s a injecao de
LPS. O azul de metileno (MeB), inibidor da sGC, restaurou a reatividade para fenilefrina em
animais injetados com LPS 24 h antes, mas falhou em animais injetados 8 h antes. Para
avaliar o efeito do azul de metileno sobre a mortalidade os animais foram submetidos ao
procedimento de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP). Quando os animais receberam MeB
8 h apdés o CLP, a mortalidade dos animais piorou. Entretanto, quando os animais
receberam MeB no tempo de 20 h apds o procedimento de CLP, ocorreu uma redugédo no
indice de mortalidade. Portanto, o padrédo de resposta da enzima sGC durante a sepse pode
determinar o sucesso ou a falha do tratamento com seus inibidores. Assim, o azul de
metileno pode ser uma estratégia terapéutica util se administrado em uma janela correta de

oportunidade.
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RESUMO

O choque séptico € um estado de perfusdo tecidual inadequada iniciado por produtos
microbianos e caracterizado por queda da pressdo sanguinea, sinais bioquimicos de déficit
de oxigénio, danos vasculares, hiporreatividade a vasoconstritores e coagulacéo
intravascular disseminada, que pode conduzir a disfungdo mdultipla de 6rgdos e a morte.
Neste trabalho, n6s avaliamos a importancia e a relagédo entre a producédo excessiva de NO
pela NOS-2, a funcionalidade da enzima guanilato ciclase solivel e as alteracdes
cardiovasculares que acontecem durante a sepse. ApGs a injecao de lipopolissacarideo
bacteriano (LPS, 12,5 mg/kg, i.p.) ou o procedimento cirargico de ligadura e perfuracéo do
ceco (CLP), os animais apresentam um prejuizo de 50% na resposta a vasoconstritores
(fenilefrina e angiotensina Il). O procedimento de CLP causou queda progressiva na pressao
arterial e taquicardia nos momentos iniciais. Tanto a injecdo de LPS como a cirurgia de CLP
causaram um aumento expressivo nos niveis plasmaticos de nitrato/nitrito. Portanto, ambos
0s modelos reproduzem algumas caracteristicas da sepse humana. Além do aumento do
NO, ocorreu um aumento na produgéo de cGMP. O tratamento com inibidor ndo-seletivo das
NOS (L-NAME) impediu 0 aumento da producdo de ambos, bem como a instalacdo da
hiporeatividade vascular, mostrando assim uma relacdo entre NO, sGC e hiporeatividade a
vasoconstritores. Para estudar a funcionalidade da enzima guanilato ciclase, foi avaliada a
resposta vasodilatadora a doadores de NO. Os animais apresentaram um prejuizo na
resposta vasodilatadora nas primeiras 8-12 horas ap6s a inducdo do quadro
endotoxico/séptico, sugerindo que nesse periodo ocorra um prejuizo na funcionalidade da
enzima sGC. Avaliamos entdo a producdo de cGMP pela sGC apds estimulo com
nitroprussiato de sodio (SNP, 10 uM, 10 min). A incubacdo de pulm&es ou aortas retirados
de animais controles com SNP in vitro, elevou em 10 e 20 vezes os niveis de cGMP,
respectivamente. Entretanto, nos mesmos tecidos de animais injetados 8 horas antes com
LPS, o SNP nao aumentou os niveis de cGMP. Em contraste, o acimulo de cGMP induzido
por SNP nos tecidos de animais injetados com LPS 24 horas antes foi similar ao controle.
Em tecidos de animais submetidos ao CLP 12 horas antes, o SNP falhou em aumentar os
niveis de cGMP. Ja& o acumulo de cGMP induzido por SNP nos tecidos de animais
submetidos ao CLP 24 ou 48 horas antes foi semelhante aquele obtido em preparacdes de
animais controle. Para avaliar se o prejuizo na resposta da guanilato ciclase sensivel ao NO
foi consequéncia da redugdo do conteudo protéico, avaliou-se os niveis de mMRNA (através
de RT-PCR) e da proteina (Western Blot) sGC ap0s a inje¢do de LPS. Nos pulmdes obtidos

de ratos injetados com LPS 8 horas antes, os niveis de mRNA para a subunidade al
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permaneceram inalterados, mas aumentaram em aproximadamente 50% 24 horas apos a
injecdo de LPS. O niveis de mRNA para subunidade Bl apresentaram um aumento j& em 8
horas, que foi mais expressivo 24 apdés a injecao de LPS. A injecdo de LPS causou uma
reducdo nos niveis da guanilato ciclase no tempo de 8 horas, mas por outro lado, 0s niveis
da proteina foram similares ao controle 24 horas ap6s o LPS. O azul de metileno foi capaz
de reverter a perda da resposta a fenilefrina nos animais injetados com LPS 2 ou 24 horas
antes, falhando entretanto em reverter a hiporeatividade nos animais injetados 8 horas
antes. O padrdo de resposta nos animais CLP foi similar, o azul de metileno foi capaz de
reverter a hiporeatividade tanto a fenilefrina como & angiotensina Il em animais submetidos
ao CLP 24 ou 48 horas antes, entretanto falhou completamente em animais submetidos ao
CLP 12 horas antes. Assim, a falha do azul de metileno em melhorar a resposta da
fenilefrina coincide com a perda da resposta vasodilatadora a doadores de NO, com o
prejuizo na producédo de cGMP induzido por SNP e com uma reducao nos niveis da proteina
sGC. Finalmente, avaliamos o efeito do azul de metileno, administrado em diferentes
tempos, na mortalidade dos animais submetidos ao CLP. O indice de mortalidade geral no
grupo CLP que recebeu salina foi 25%. Quando o azul de metileno foi administrado 8 horas
poés o CLP, a a mortalidade dos animais piorou nos momentos iniciais mas, apesar disso, o
valor ao final foi semelhante ao grupo controle (10%). Entretanto, no grupo que recebeu azul
de metileno 20 horas ap0s a cirurgia a taxa de sobrevivéncia foi de 55%. Portanto, a falha
do azul de metileno em reverter a hipotenséo e hiporeatividade a vasoconstritores, parece
ser decorréncia do prejuizo na funcionalidade da enzima sGC, e a retomada da resposta
parece resultar da sintese de novo da enzima. Assim, a responsividade diferencial da sGC
durante o curso da sepse pode determinar o sucesso ou a falha da terapia com inibidores da
enzima. Nossos dados sugerem que o azul de metileno é Gtil em estagios tardios da sepse,
exatamente quando a maioria das demais alternativas terapéuticas falha. Portanto, o azul de
metileno pode ser uma estratégia terapéutica util se administrado em uma janela correta de

oportunidade.
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ABSTRACT

Overproduction of nitric oxide (NO) is the one of the most important elements involved in
hypotension and hyporesponsiveness to vasoconstrictors, which are hallmarks of sepsis and
septic shock. Activation of soluble guanylate cyclase (sGC) accounts for several of NO
effects. In spite of being of potential importance as an effective therapeutic strategy for septic
shock treatment, sGC inhibition is still controversial. In this study we have attempted to
evaluate the importance and relationship between excessive NO production by NOS-2 and
soluble guanylate cyclase functionality, as well as the efficacy of methylene blue in reversing
cardiovascular changes during septic shock. Either lipopolysaccharide (LPS) injection or
cecal ligation and puncture (CLP) procedure increased plasma NOx levels. Additionally,
animals had their pressor responses to vasoconstrictors reduced by 50% when compared to
controls, thus reproducing an important finding of human septic shock. First, we used NO
donors as pharmacological tools to activate sGC enzyme and increase cGMP production,
with the consequent vasodilation and reduction in MAP. The vasodilatory response NO to
donors was reduced in animals injected with LPS 8 h earlier, but was similar to control values
in rats injected with LPS 2 or 24 h earlier. Sodium nitroprusside (SNP; 100 pM) increased
cGMP levels in lungs harvested from normal rats or those injected with LPS 24 h before.
However, SNP failed to increase lung cGMP levels of rats treated with LPS 8 h before.
Similarly, SNP failed to change cGMP levels in lungs from animals submitted to CLP surgery
12 h, but in rats submitted to CLP surgery 24 or 48 hours earlier, SNP led to a 10-fold
increase in cGMP levels (similar to control rats). In lungs obtained from rats injected with
LPS 8 h earlier, sGC al subunit mMRNA levels remained unchanged compared with control
animals but were increased 24 h after LPS. Levels of 1 subunit mRNA were increased 8
and 24 h after LPS. With regard to sGC protein levels, LPS caused a reduction 8 h after its
injection, whereas 24 h later, enzyme levels were similar to those of control animals.
Methylene blue (MB, a sGC inhibitor, 15 pmol/kg, i.v.) restored the reactivity to phenylephrine
in rats injected with LPS 24 h earlier, but failed to do so in animals injected with LPS 8 h
earlier. When MB was injected shortly before phenylephrine or angiotensin Il at 24 or 48 h
after CLP surgery, the responsiveness to the vasoconstrictors was restored to values similar
to those obtained in control animals. On the other hand, MB failed to restore vascular
responsiveness in animals submitted to CLP 12 hour earlier. Thus, the refractoriness in MB
effect in hyporeactivity to Phe at 8 h was mirrored by decreased GC activity and protein
levels. The mRNA levels to GC increased 24 h after LPS (~50%). Thus, the recovery in sGC
activity 24 h after LPS appears to be due to expression of new sGC protein. To evaluate MB

effect in mortality, animals were submitted to cecal ligation and puncture (CLP, a model of
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sepsis). When MB was given 8 h after CLP, survival rate was reduced (CLP 25%; CLP+MB 8
h 10%, n=20). In rats which received MB 20 h after the surgery, survival was significantly
improved (CLP 25%; CLP+MB 20 h 55%, n=20). Therefore, differential responsiveness to
soluble guanylate cyclase during the course of sepsis may determine the success or failure
of therapy with guanylate cyclase inhibitors. Interestingly, MB is effective at later stages of
sepsis, when other therapeutic alternatives usually meet with failure. Thus, MB may be a

useful therapeutic strategy if administered within the proper window.



11
1.2
1.3
1.4
141
1.4.2
1.4.3
144
1.5
1.6

2.1
2.2
2.3
I —
3.1.
3.2.
3.2.1
3.2.2
3.2.3

3.24
3.2.5
3.2.6

SUMARIO

Lista de Tabelas........ccooo i i
LiStA 0@ FIQUIAS.....uuuiiiiiieee ettt eas il
Lista de ADIEVIATUIAS. .......uuueiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e eeeeeeneeas \Y
RESUIMO..... et e e e e e e e e e e e eeees Vi
ADSTIACT. ... viii
INEFOTUGAD ...ttt e e e 1
YT o TP TP RUPPRTTRTRPPPPROIN 2
FisSiopatologia da SEPSE.......uuu i 3
SepPSEe € OXIAO NITIICO....ccei e ettt e e e e eeas 5
GUANIALO CICIASE.....eveiiiiieie e
Estrutura da guanilato ciclase SOIUVEl ............cvvviiiiiiiiiiiieeeceee, 8
Isoformas e distribuiGao tecidual ... 10
Ativacdo da guanilato ciclase pelo 6Xido NItFCO..........uevveiiiiieiieiiiiiiiiiiiiiies 11
Localizag8o subcelular.............oooo i 12
CGMP e sinalizagao intracelular ... 14
Sepse € GUANIlato CICIASE.........uuuiiiii e 16
ODBJELIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e arraanre 19
L T oT0] (=TT URPPPPRRPRRRRSRRRR 20
ODJELIVOS GEIAIS. .. .uuieiiiiiee it e e e e e e e e e e e b e e as 20
ODbjJetivOS €SPECITICOS. . .uviiiiiiiiiie i 20
Material € MELOUOS ......ccooeii e 22
N 01T = T TR 23
Procedimentos eXPeriMentaliS. ....... ..ot 23
Avaliacdo da pressao arterial €m ratosS..........ccoeveviiiiiiiiiiiii e 23
Indugé@o do quadro de endotOXEMIA..........cccoiieiiiiiiiiiiiii e 25

Inducéo do quadro de septicemia através da ligadura e perfuracdo do

(ool o I (O I =) PR UUPPPPPPTPPRPPRRRR 25
Dosagem de nitrato € NItrito (NOy)......coviiiiiiiiiiiiiiiiiiire e 25
D0SAgEM € CGMP ....eeiiiiiiiiiieet s e e e a e 26



3.2.7

3.3

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.34

3.3.5

3.3.6

3.4

3.4.1

3.4.2

3.4.3

3.4.4

3.4.5

3.4.6

3.4.7

Imunoeletroforese para guanilato ciclase solavel .............ccccovveeiiiicnnnnn.

Protocolos experimentais - parte L..........oooouiiiiiiiiiiiiiiiiiee e
Avaliacao dos efeitos da fenilefrina em ratos endotoxémicos....................

Avaliagdo do envolvimento da via Oxido nitrico/guanilato ciclase na
instalacdo e manutencdo da hiporresponsividade a fenilefrina em ratos
(<100 (0] (021 G] 1o 01T SRURPPTSPPPRPIN

Avaliacdo dos efeitos vasodilatadores de doadores de éxido nitrico em
FatoS ENUOTOXEMICOS. . ... iiiiiii e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e eenees

Avaliacdo da producéo de cGMP em resposta a estimulagcdo da enzima
guanilato ciclase soltvel com nitroprussiato de s6dio em pulméao ou aorta
de ratoS ENAOtOXEIMICOS. .....uuiiieiiiiicie e e e e e e e eeeanees

Andlise do padrao de expressdo da enzima guanilato ciclase solavel em
ratos endotoxémicos através de RT-PCR e imunoeletroforese..................
Inibicdo da enzima guanilato ciclase soltvel em ratos endotoxémicos.......
Protocolos experimentais - Parte 2...........ooouuieveeeiiiiiiiiniieee e

Determinacgéo da letalidade do modelo de ligadura e perfuracdo do ceco
BIM TALOS. .ottt e e e et e e e e e e e e e et ee e e e ee e e e e et e e e e e e aaaeaaaeeaeeeeaaaaa—aa
Avaliagdo das alteragBes cardiovasculares em ratos submetidos a
cirurgia de ligadura e perfuragao dO CECO.......ccceiiiieeiiiiieiiieeiieeii e
Avaliacdo da temperatura corporal em ratos submetidos a cirurgia de
ligadura e perfuraGao 0O CECO.......uuuuuuuiiiiiiie e
Avaliacdo da producéo de cGMP em resposta a estimulagcdo da enzima
guanilato ciclase soltvel com nitroprussiato de s6dio em pulméao ou aorta
de ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco...............
Andlise do padrdo de expressdo da enzima guanilato ciclase solavel em
ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do ceco através de
RT-PCR € IMUNOEIEtrofOr@Se. .......ccoiiiiiiiiiiie e
Avaliacdo dos efeitos do azul de metileno sobre as alteragdes
cardiovasulares em ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo
(0 [0 1ot o o J PP SRSPPT
Avaliacdo do efeito do azul de metileno na sobrevida de ratos

submetidos a cirurgia de perfuracéo e ligadura do Ceco..........ccccvvvveeeenn...

29

30

30

31

31

31

32

32

32

33

33

33



3.5 Compostos e reagentes Utilizados.............ueueiiiiiiiieiiiiiiiieeieei
3.6. Andlise dos resultados e testes estatistiCos...........ccoooiviiiiiiiiiiiiiiiieee e
[V — RESUIAUOS ... .ottt e e e e e e e e e e e eeeeeennaaees
4.1. Caracterizagdo do indice de mortalidade em ratos submetidos a cirurgia
de ligadura e perfuraGao dO CECO........ceeviiiiiiiiiiiiiie e
4.2. Caracterizacdo da producdo de Oxido nitrico e alteracdes
cardiovasculares em modelos de sepse experimental............ccccoeeveeeennnnne.
4.3. Caracterizagdo do envolvimento da via oxido nitrico/guanilato ciclase na
hiporeatividade a fenilefrina em ratos endotOXéMICOS...........cccevveieeeeeeeeeenne.
4.4. Avaliacdo da funcionalidade da enzima guanilato ciclase soluvel em
modelos de sepse experimental...........oooouuuuiiiiiiiiiiiiniiie e
4.5 Caracterizagdo do envolvimento do Oxido nitrico nas alteracdes da

funcionalidade da enzima guanilato ciclase soluvel induzidas pela injecao

4.6 Avaliacao do perfil de expressédo da enzima guanilato ciclase solavel ......
4.7 Efeito da inibicdo da enzima guanilato ciclase soluvel na hiporeatividade
a vasoconstritores em modelos de sepse experimental..............cc.veevvvnnnnee
4.8 Efeito da inibicdo da enzima guanilato ciclase soltvel sobre a hipotenséo
e taquicardia induzidas em ratos pela cirurgia de ligadura e perfuracéo

4.9 Efeito da inibicAo da enzima guanilato ciclase solavel sobre a
mortalidade de ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do

(o1 =Yoo FUUTUT TR
NV o  DISCUSSAOD ..enieeiee e e et
VI = CONCIUSOES ..o e et

VIl — Referéncias BiblIOQrafiCas .........cooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeee e

37

38

45

46

51

52

55

59



INTRODUCAO




Introdugdo 2

1.1 Sepse

Por tratar-se de uma resposta inflamatdria sistémica com possibilidade de
evolucao para quadros clinicos cujos sintomas e sinais diferem muito a medida que
a doenga evolui, em 1991 foram estabelecidos critérios para a classificacdo de
sepse e doencas similares na Conferéncia de Consenso feita pelo American College
of Chest Physicians e a Society of Critical Care Medicine (Bone et al.,, 1992). O
termo sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS, do inglés systemic
inflammatory response syndrome) foi desenvolvido para implicar a resposta clinica
originada de uma agressao ndo séptica. Além disso, ficou estabelecido também que
o termo sepse deveria ser utilizado apenas nos casos onde a infeccdo €
documentada (Tabela 1). Esta medida foi necessaria para adequagédo do tratamento

a fase de evolucdo da sindrome em que o paciente se encontra.

Tabela 1: Definigcbes de SIRS, sepse, sepse grave e choque séptico

Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS): trata-se de um conjunto
de sinais e sintomas que traduz a reacdo do organismo a uma variedade de
agressOes graves, como grandes queimaduras e pancreatite, que ocorre
necessariamente na auséncia de infeccdo. A presenca de dois ou mais dos
seguintes sintomas definem SIRS: a temperatura >38°C ou < 36°C; b) frequéncia
cardiaca > 90 bpm; c) frequéncia respiratéria > 20 movimentos/minuto; d)
leucometria > 12.000/mm® ou < 4.000/mm* ou ainda, presenca de >10% de
bastonetes.

Sepse: € considerado séptico todo paciente que apresente 0s sinais e sintomas
descritos acima (SIRS) secundarios a um processo infeccioso.

Sepse Grave: sepse associada a disfuncdo organica. As principais disfungdes
organicas sao: a) cardiovascular; b) respiratoria; ¢) renal; €) hematolégica; e f)
sistema nervoso central.

Choque séptico : Situagcdo em que o paciente com quadro de sepse grave
desenvolve hipotensédo arterial refrataria a reposicdo volémica, necessitando de
drogas vasopressoras para estabilizar a presséo arterial.

Apéds 14 anos da publicacdo original deste consenso (Bone et al., 1992) onde a
sepse foi finalmente, mas nao definitivamente definida (Bone et al., 1992; Dellinger
et al., 2004), o numero de casos desta enfermidade ainda n&o diminuiu, pelo
contrario, continua aumentando. Estimativas indicam um total de 750.000 casos de
sepse por ano nos Estados Unidos da América, com um indice de mortalidade acima
de 50% (Angus et al., 2001). Um estudo epidemiolégico recente de sepse no Brasil
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mostrou que os dados nacionais sao igualmente alarmantes. A incidéncia de sepse
grave e choque séptico situam-se em 27 e 23%, respectivamente, e a taxa de
mortalidade global foi de 22%, sugerindo que a sepse é o maior problema de saude
publica nas unidades de terapia intensiva do pais (Silva et al., 2004).

Metade dos casos de sepse é causada por bactérias gram negativas, e metade
destes casos € associada com cultura de sangue positiva (Wenzel, 1988). Choque
séptico € uma complicacdo de pelo menos 50-60 % das bacteremias gram negativas
e 5-10 % de bacteremias gram positivas ou causadas por fungos (Parrillo et
al.,1990). A alta incidéncia se deve em parte a0 aumento da expectativa de vida de
idosos e pacientes com enfermidades graves, associado ao emprego descontrolado
da antibioticoterapia (responséavel pelo aumento do nimero de bactérias resistentes),
ao maior no numero de procedimentos invasivos e ao aumento do numero de

pacientes imunodeprimidos (Niederman et al., 1990; Rangel-Frausto, 2005).

1.2 Fisiopatologia da sepse

O choque séptico é considerado um agravamento do quadro de sepse, resultante
de uma descompensacdo hemodindmica que ocorre na presenca de agentes
infecciosos e mediadores inflamatérios na circulacdo sangiinea (Hollenberg et al.,
2004). Primariamente trata-se de uma forma de choque distributivo, caracterizado
por uma incapacidade de fornecimento de oxigénio aos tecidos, associado a uma
vasodilatacdo periférica inadequada, a qual ocorre apesar do débito cardiaco estar
preservado ou até mesmo aumentado (Parrillo et al., 1990). Embora muitos
pacientes acabem morrendo nos estagios iniciais da doenga, em um grande numero
de casos estas alteragcbes hemodinamicas evoluem gradualmente para um estado
hipodindmico, estagio tardio do choque, caracterizado por baixa resisténcia vascular
periférica e hiporeatividade a vasoconstritores. Mesmo ap0s a restauracdo do
volume intravascular, a microcirculacdo permanece diminuida e a persisténcia desta
anormalidade resulta na m& distribuicdo do débito cardiaco (Ince e Sinnasappel,
1999).

As manifesta¢Bes clinicas vistas no choque séptico sdo o resultado de uma
resposta excessiva do hospedeiro a infecgdo. Além das alteragcbes hemodinamicas

descritas acima, uma enorme variedade de tipos celulares, bem como mediadores
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inflamatorios, estdo envolvidos na patogénese do choque séptico. Citocinas pré-
inflamatoérias séo liberadas na circulagdo sangiinea levando a ativacdo de células
como neutrdfilos, mondcitos, macréfagos, plaquetas e células endoteliais. Aliado a
isso, ocorre ativacdo de varias cascatas de proteinas plasmaticas como o
complemento, a coagulacdo e o sistema fibrinolitico. Mediadores lipidicos como
eicosanoides e fator de ativacdo plaquetaria, bem como radicais de oxigénio e
nitrogénio sédo produzidos e liberados (Beishuizen et al., 1998).

Os fatores desencadeantes da ativacao celular e da cascata de eventos
plasmaticos sdo principalmente o0s componentes da parede celular dos
microorganismos, como o0 acido lipoteicéico (LTA) e peptideoglicanas, derivados de
bactérias Gram-positivas (exotoxinas), ou o lipopolissacarideo (LPS), no caso de
bactérias Gram-negativas (endotoxinas). O LPS e as exotoxinas sdo liberados
normalmente durante a replicacdo da bactéria e/ou como conseqiéncia da sua
morte, devido a lise da parede celular. A importancia do LPS como fator
desencadeador da sepse foi demonstrada apds sua administracdo em humanos
sadios, com reproducéo de alteragcdes hemodinamicas observadas em pacientes
com sepse e em modelos experimentais (Suffradin et al., 1989).

O LPS ativa as células fagociticas através dos receptores Toll-like (TLR-4)
complexados a proteina ligadora de LPS e CD14. Varios tipos de receptores TLR
foram identificados (TLR-1 a 11) e também sua afinidade especifica (por exemplo,
TLR-2 que traduz sinais de bactérias gram-positivas e de LTA). ApOs a ativagado
destes receptores ocorre 0 recrutamento de varias proteinas citoplasmaticas
acessorias, tais como a proteina adaptadora MyD88 e o receptor para IL-1
associado a quinase (IRAK). O recrutamento destas proteinas acessorias causa
auto-fosforilagdo das mesmas e consequentemente ocorre a ativagdo do TRAF-6 (do
inglés, TNF-receptor activated factor-6). Este, por sua vez, causa a ativacdo de
varias proteinas, tais como p38, JNK e IKKa/B, cujas ac¢des convergem para
ativacao do fator nuclear kappa B (NF-kB) (Sherwood, 2004).

E a complexa interacdo entre os diferentes mediadores inflamatérios e as
alteracbes hemodindmicas observadas durante o choque séptico que dificulta o
tratamento desta patologia, sendo este um dos motivos pelos quais o0 manejo do
paciente em choque ndo sofreu alteracdes substanciais nas duas Ultimas décadas.A
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manobra terapéutica prioritaria tem sido a manutencdo da pressédo arterial e do
débito cardiaco, através de reposicao de liquido e utilizacdo de agentes inotropicos e
vasopressores (Wheeler e Bernard, 1999). Em seguida, busca-se a identificagéo e
eliminacdo do foco infeccioso através da utilizacdo de antibidticos e em casos
extremos, a remogao cirurgica (Hollenberg et al., 2004).

1.3  Sepse e 6xido nitrico

O NO é sintetizado a partir de oxigénio molecular e do aminoacido L-arginina,
por um grupo de enzimas conhecidas como 6xido nitrico sintases (NOS). Existem
pelo menos trés isoformas de NOS. Cada isoforma € produto de um gene distinto. A
NOS-1, também chamada de neuronal é encontrada em altos niveis em neurdnios,
bem como em tecidos ndo neuronais. Esta isoforma € ativada pela calmodulina
requerendo concentracdes micromolares de célcio (0,1 a 1 pM). A NOS-2, também
conhecida como 6xido nitrico sintase induzida (iINOS), uma vez que sua expressao
pode ser induzida ap0s ativacdo de células como o musculo liso, macréfago e célula
endotelial, por bactérias (gram-negativas e gram-positivas), lipopolissacarideo
bacteriano (LPS) e citocinas proé-inflamatorias (IL-1, interferon, IFN-y, TNF-a). Esta
enzima requer concentragdo nanomolar de calcio (100 nM, concentracdo
equivalente ao nivel basal intracelular) e por isso é classificada como independente
de célcio (Alderton et al., 2001). A NOS-3, também chamada de éxido nitrico sintase
endotelial (eNOS), foi a enzima originalmente encontrada como responsavel pela
producdo do fator relaxante derivado do endotélio (Furchgott e Zawadzki, 1980).
Semelhante a NOS-1, a NOS-3 é também ativada pela elevacdo dos niveis de calcio
e pela ligacdo com a calmodulina.

Outra importante diferenca entre as NOS, além das concentracdes de calcio
requeridas pelas enzimas, estéa relacionada com a sua atividade catalitica (producao
de NO). As enzimas NOS-1 e NOS-3 (chamadas de constitutivas) produzem e
liberam NO em quantidade nanomolar por curto periodo de tempo (segundos a
minutos), em resposta a intera¢do de agonistas, tais como a acetilcolina, bradicinina
e histamina, via receptores acoplados a proteina G na membrana plasmatica, e
ainda por estimulos fisicos, como o estresse de cisalhamento causado pela
circulagdo sanguinea. A NOS-2 produz e libera grandes quantidades de NO, na
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ordem de micromolar, durante longos periodos quando comparado as NOS
constitutivas, e geralmente estdo associadas aos efeitos citotoxicos e as acdes que
promovem as patologias vasculares (Alderton et al, 2001).

Existe um numero substancial de evidéncias indicando que o NO é um dos
principais efetores na sepse e no choque séptico (Beishuizen et al.,, 1998;
Titheradge, 1999; Parratt, 1998; Feihl et al., 2001; Fleming et al., 1991). Os niveis
plasmaticos e teciduais de nitrito+nitrato (NOX; os metabdlitos estaveis do NO)
aumentam tanto em humanos quanto animais em sepse e em choque séptico (ver
por exemplo, Ochoa et al., 1991; Nava et al., 1992; Evans et al., 1993). Outra
importante linha de evidéncia da relevancia do NO derivado da NOS-2 no choque
séptico veio de observagfes de que varios sintomas desta condicdo sdo atenuados
guando séo utilizados inibidores de NOS. Os inibidores da NOS normalizam a queda
da pressao arterial (Kilbourn et al., 1990), aumentam a sobrevivéncia (Wu et al.,
1995) e atenuam a faléncia de multiplos 6rgdos e a faléncia circulatéria na sepse
experimental em ratos (Wu et al., 1996). Mais recentemente, o papel do NO derivado
da NOS-2 na sepse foi reforcado pela demonstracdo que camundongos knockout
para o gene da NOS-2 respondem melhor a vasoconstritores e sobrevivem mais em
modelos relevantes de sepse (MacMicking et al., 1995; Kilbourn et al.,, 1997;
Hollemberg et al., 2000). H4 uma grande quantidade de dados implicando o NO
como um mediador chave nos desarranjos cardiacos, vasculares, renais e
pulmonares da sepse e do choque séptico (veja por exemplo, Parratt, 1998; Rees,
1995; Schwartz e Blantz, 1999; Vincent et al., 2000).

Apesar do consenso na literatura a respeito do papel do NO na
hiporeatividade a vasoconstritores e na alteragéo da funcao cardiaca vistas na sepse
e no choque séptico (Quezado e Natanson, 1992; Julou-Schaeffer et al., 1990; Gray
et al., 1990; Vallance et al., 1992; Cai et al., 1996), os mecanismos moleculares
destas alteragbes permanecem, na sua maior parte, desconhecidos. Varios dos
efeitos do NO (notadamente os chamados “efeitos fisioloégicos”, tais como
vasodilatacdo e neurotransmissdo) sdo mediados pela ativagcdo da guanilato ciclase
soluvel e formacdo de GMP ciclico (revisado em Krumenacker et al., 2004). Mais
recentemente tem se tornado aparente que outros mecanismos podem ser

importantes efetores de varias das agfes do NO. Estes mecanismos incluem a
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ativacdo anormal de canais de potassio (Miyoshi e Nakaya, 1994; Hall et al., 1996;
Wu et al., 1998), a formacédo de nitrosotiois (Foster et al., 2003; Gaston et al., 2003)
e de produtos resultantes da reacdo do NO com espécies reativas de oxigénio,
particularmente o anion superoéxido (Beckman et al.,, 1990).

1.4 Guanilato ciclase

A guanilato ciclase solavel (sGC), principal enzima responsavel pela
conversdo enzimatica de guanosina-5'-trifosfato (GTP) para guanosina-ciclica-3",5"-
monofosfato (cGMP), foi identificada em células de mamiferos quase quatro décadas
atrds (Hardman e Sutherland, 1969; Ishikawa et al., 1969; Schultz et al., 1969 e
Whithe e Aurbach, 1969). No final da década de 70, o 6xido nitrico (NO) foi
descoberto como potente ativador da sGC, sugerindo que uma ampla classe de
compostos que continham NO induziam a formacdo de cGMP via um mecanismo
comum (Gruetter et al., 1979). Nessa época achava-se que a biossintese de NO era
um processo restrito a bactérias e a significancia destas observac¢des na fisiologia de
mamiferos ndo foi apreciada por muitos anos. A descoberta do fator relaxante
derivado do endotélio (EDRF, do inglés endothelial-derived relaxant factor) e sua
identificagdo como oxido nitrico (NO; Palmer et al., 1987), ndo somente mostrou que
as células dos mamiferos séo capazes de sintetizar este composto inorganico, mas
também identificou o ativador endégeno da sGC. Assim era caracterizado o sistema
de transducédo NO-sGC-cGMP.

Esta enzima é designada soluvel ou citosdlica para distingui-la da outra
forma que se encontra ligada & membrana plasmatica, por isso chamada de
particulada e ativada por peptideos natriuréticos (revisado em Hofmann et al., 2000).
Atualmente alguns grupos de pesquisa propdem a mudanca desta nomenclatura, ja
que recentemente a guanilato ciclase “soluvel” foi encontrada associada a
membrana celular (discutido na secdo 1.4.4). A sugestdo mais recente € de
classificar a enzima de guanilato ciclase como sensivel ou insensivel ao 6xido nitrico
(Friebe e Koesling, 2003).
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1.4.1 Estrutura da guanilato ciclase soluvel
Subunidades a e g.

A guanilato ciclase solivel é um heterodimero, composto por duas
subunidades diferentes chamadas o e B. A purificagdo de sGC de mamiferos
identificou quatro diferentes subunidades (o1, a2 P1 € B2, Koesling et al., 2004; ver
Tabela 2), sendo cada uma delas produto de genes distintos. Embora tenha sido
demonstrado a existéncia de subunidades oz e Ps3, hoje sabe-se que elas
representam variantes da subunidade oy e B3, ao invés de diferentes isoformas
(Zabel et al., 1998).

Estruturalmente as subunidades o e B da sGC sao constituidas de um
dominio catalitico ciclase C-terminal, uma regido de dimerizacdo central e um
segmento N-terminal, onde se encontra o grupamento heme (Esquema 1; Schulz et
al., 1999; Foster et al., 1999). A guanilato ciclase particulada difere da forma soluvel,
por ser um homémero e possuir, além do sitio catalitico carboxi-terminal e a regiao
de dimerizagcdo, um dominio de homologia proteina quinase, um segmento
transmembrana e uma porcao extracelular para ligacao de enterotoxinas e peptideos
como o peptideo natriurético atrial (Winquist et al., 1984).

Tabela 2. Subunidades da guanilato ciclase solavel em humanos.

Subunidade Pistribui¢ao tecidual Localizagdo no
cromossomo

o Ubiqua 4931.3-933

o Cérebro, retina, rim, placenta, pancreas, baco |11g21-922

B1 Ubiqua 4931.3-933

B2 Rim, figado 13914.3

Dominio N-terminal (dominio de ligagdo do grupo heme)

A porgédo N-terminal da sGC exibe baixa homologia entre as isoformas e
entre as diferentes espécies quando comparada com o dominio central e catalitico. A
porcdo N-terminal de cada subunidade constitui 0 dominio de ligacdo do grupamento

heme, constituido por 5 nitrogénios, os quais formam uma estrutura em anel com um
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Fe?" posicionado centralmente. E a presenca do grupamento heme que confere a
sensibilidade da enzima ao NO. Este, por sua vez, reage com o0 grupamento heme
da enzima sGC formando um complexo nitrosil-heme penta-coordenado e que,
alterando a configuragdo do anel porfirinico, é responsavel pela inducdo do estado
ativado da enzima (Esquema 2), aumentando sua atividade catalitica (converséo de
GTP em cGMP) em até 200 vezes (Humbert et al., 1990; Stone e Marletta, 1994).

A oxidagdo do grupamento heme para o estado férrico resulta na perda da
atividade da enzima. Assim, agentes redutores como tidis ou ascorbatos aumentam
a atividade da enzima, provavelmente por manterem o ferro no estado reduzido e
portanto facilitando a ligagdo do NO ao grupamento heme. Por outro lado, agentes
oxidantes, como o azul de metileno, inibem a ativacdo da enzima (lgnarro et al.,
1981).

As duas subunidades sao essenciais para uma adequada ligacdo e
orientacdo do grupamento heme, mas a coordenacdo do grupamento heme é uma
caracteristica principalmente da porcdo N-terminal da subunidade B; (Friebe et al.,
1997). A histidina-105 da subunidade B; foi identificada como um residuo de
coordenacdo do grupamento heme (Wedel et al., 1994; Zhao et al., 1998). Mutacgé&o
deste amino&cido acarreta a formacdo de uma enzima insensivel ao NO mas com
atividade basal intacta. Adicionalmente, duas cisteinas adjacentes a His-105 na
subunidade B; (Cys 78 e Cys 214) foram identificadas como tendo importante fungéo
na coordenacdo do grupamento heme. MutagBes de residuos equivalentes na

subunidade a4, n&o alteram a responsividade ao NO (Friebe et al., 1997).

Dominio catalitico

O sitio catalitico encontra-se na por¢do C-terminal de cada subunidade.
Esta é a regido responsavel pela ligacdo do substrato, GTP, com consequente
conversdo em cGMP. Esta regido € bastante conservada, apresentando alto grau de
homologia entre os mondmeros da sGC e em relacdo a regido C-terminal da
guanilato ciclase particulada (Thorpe e Garbers, 1989; Chinkers et al., 1989). Apesar
do fato de ambas subunidades, o e B, possuirem um dominio catalitico, a
coexpressao da duas subunidades é necessaria para a atividade ciclase (Wedel et

al., 1995). A conversao catalitica de GTP para cGMP exige a presenca dos cations
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divalentes Mn?* e Mg®* como cofatores. A disponibilidade destes dois cations pode
modular a atividade enzimatica por acentuar a ativacdo, bem como por aumentar a

afinidade do substrato pela guanilato ciclase (Ohlstein et al., 1982).

Dominio de dimerizacédo

Esta regido é responsavel pela associa¢do das duas subunidades, evento
obrigatério para a atividade catalitica. Originalmente, a regido responsavel pela
dimerizacdo foi sugerida como sendo similar & regido que foi identificada para a
guanilato ciclase particulada (Wilson e Chinkers, 1995). Trabalho recente mostrou

que a regido de contato entre as subunidades a; e Pi ultrapassa 200 residuos

situando-se entre os amino&cios 204 e 408, e que dentro desta regido existem dois
sitios especificos de dimerizagéo (204-244 e 379-408; Zhou et al., 2004).
NO

Amino-terminal

Dominio de ligacao
do grupamento heme

Dominio de dimerizagao B

Dominio catalitico

HOOC

Carboxi-terminal

COOH
GTP cGMP

Esquema 1. Representacao esqueméatica da estrutura da guanilato ciclase solavel.

1.4.2 Isoformas e distribuicdo tecidual

Estudos sobre a expresséo das subunidades da sGC em diferentes tecidos
sdo raros. Budworth e colaboradores (1999) demonstraram uma distribuicdo
bastante difundida das subunidades o e B, corroborando assim com a idéia de que
o heterodimero a; e 1 é a forma predominante e ubiguamente expressa. Em ratos, a

subunidade B, é preferencialmente expressa em rins e figado (Yuen et al., 1990). E
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interessante que até o momento nenhum heterodimero contendo a subunidade 3, foi
isolado de tecidos ou células (Pyriochou e Papapetropoulos, 2005), e as
propriedades funcionais da subunidade B, permanecem desconhecidas, uma vez
que varios grupos tém falhado na tentativa de expressar um heterodimero o432
cataliticamente ativo (Koesling et al., 2004). Alguns pesquisadores acreditam que a
subunidade B, pode atuar como inibidor da subunidade af: (Gupta et al., 1997). A
subunidade o, foi detectada inicialmente no cérebro, placenta e utero (Budworth et
al., 1999) e a sua co-expressao com a subunidade B; gerou uma sGC com atividade
similar a do heterodimero o3 demonstrando uma intercambialidade das isoformas
das subunidades (Harteneck et al., 1991).

Assim, com a existéncia de duas subunidades o e duas subunidades f3, em
teoria, poderiam existir quatro heterodimeros ofi. Entretanto, at¢é o momento
somente duas isoformas foram demonstradas: a isoforma a1, enzima inicialmente
purificada de pulmé&o, e a isoforma a»Pi, mostrada principalmente em placenta

humana (Russwurm et al., 1998).

1.4.3 Ativacdo da guanilato ciclase pelo éxido nitr  ico

Existem varios modelos para explicar a ativagdo da sGC pelo NO, o mais
simples deles ocorrendo em duas etapas: i) a ligagcdo do NO na sexta posicéo
coordenada do grupamento heme resulta em um complexo hexa-coordenado NO-
Fe2+-His e ii) a cisdo subsequente da ligacdo entre o ferro e a histidina leva a
formacdo de um complexo nitrosil-heme penta-coordenado. A abertura da ligagéao
entre a histidina e o ferro é considerada como gatilho para a mudanca
conformacional que resulta na ativagao da enzima (Esquema 2).

Recentemente, um modelo mais complexo da ativacdo da sGC pelo NO foi
sugerido. Zhao e colaboradores (1999) investigaram uma outra cinética de ativacao
da sGC pelo NO, e geraram dados mostrando que a transicdo do complexo hexa-
coordenado para o penta-coordenado depende da concentragcdo de NO presente.
Isto resulta em um modelo onde o NO néo ativa a enzima somente por se ligar ao
grupamento heme, mas também regula a atividade através da ligacdo com um
segundo sitio, independente do grupamento heme. Entretanto, Bellamy e
colaboradores (2002), reinterpretaram os dados obtidos por Zhao, em favor do
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modelo mais simples de dois estados, e declaram o sitio adicional sugerido de NO
como desnecessario. Atualmente estes dois modelos séo disputados por estes dois
grupos (Bellamy et al., 2002; Ballou et al., 2002). Entretanto, ainda mais
recentemente Cary e colaboradores (2005) publicaram um belo trabalho em que
sugerem que concentracdes fisioldgicas de ATP e GTP podem modular a transicao
do complexo penta para o hexacoordenado, e podem modular também a taxa de
dissociacdo do NO do grupamento heme. Assim, estes nucleotideos podem ser

incluidos em um modelo ainda mais complexo de ativagdo da guanilato ciclase pelo
NO.

N——N

S 2 g

» - .

Z 2 Z
Inativa Inativa Ativa

Esquema 2. Ativacdo da guanilato ciclase solavel pelo NO (modificado de Hobbs,
1997). Ver texto para detalhes.

1.4.4 Localizagao subcelular

Inicialmente acreditava-se que a sGC fosse inteiramente citosdlica, e por
isso ela foi chamada de “solavel”. Entretanto, algumas evidéncias recentes tém
mudado a designacdo desta enzima como puramente citosolica. Em coracdes de
rato, aproximadamente 1/5 da isoforma aif31 se encontra na fragdo de membrana.
Adicionalmente, foi demonstrado que a ativagcdo de plaquetas ou de células
endoteliais de pulmdo inicia a translocagdo da sGC para a membrana plasmatica
através de uma via de sinalizacdo envolvendo ions calcio (Zabel et al., 2002). A

associacdo da sGC a membrana é funcionalmente importante, tornando a enzima
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mais sensivel ao NO, como indicado pelo deslocamento a esquerda da curva dose-
resposta com doadores de NO em sGC associada a membrana versus a fracao
citosodlica (Zabel et al., 2002). Outros tecidos, incluindo cértex cerebral, glandula
adrenal e musculo esquelético, também contém sGC associada a membrana.
Segundo dados publicados por Venema e colaboradores (2003), a sGC interage
com a heat shock protein 90 (HSP-90) em células vasculares endoteliais e células de
musculo liso. A exposi¢cdo das células endoteliais a ativadores como a bradicinina
promove o recrutamento da sGC para o complexo HSP-90/NOS-3. Assim a
existéncia de um complexo NOS-3/sGC/HSP-90 pode facilitar a transferéncia do NO
da NOS-3 para sGC, otimizando o processo de sinalizacdo. Entretanto, a
importancia fisiologica desta interacdo ainda é assunto de investigacao e debate.

Adicionalmente a associacdo da isoforma oyf; a membrana, como dito
anteriormente, a subunidade o, da sGC pode ser encontrada na membrana fazendo
interacdo com a proteina PSD-95 (do inglés postsynaptic density protein-95;
Russwurm et al., 2001). Por aproximar varias enzimas de sinalizacdo, a PSD-95 é
responsavel pela formacdo de unidades de sinal de transducdo (transducisomes;
para revisdo ver Garner et al., 2000; Sheng e Pak, 2000). A interacdo da PSD-95
com outras proteinas é mediada principalmente por trés dominios PDZ. Os dominios
PDZ atuam como adaptadores moleculares, que na maioria dos casos interage com
a porcao carboxi terminal da outra proteina. Dados recentes sugerem que a PSD-95
pode interagir com varios membros da via de sinalizagdo NO/cGMP. Um dos
dominios PDZ da proteina PSD-95 interage com receptores NMDA (Kornau et al.,
1995), e foi achado também que um segundo dominio PDZ interage com a NOS-1
(nNOS; Brenman et al., 1996). Finalmente, foi demonstrado que a isoforma o1 da
guanilato ciclase “soluvel” interage com o terceiro dominio PDZ da PSD-95
(Russwurm et al., 2001; Esquema 3). A importancia funcional deste complexo
quaternario ainda ndo € clara, mas ele aponta para um processo de sinalizacédo
eficiente, econdmico e compartimentalizado.

Baseado em todos estes achados, a denominacdo de guanilato ciclase
soluvel estd se tornando insustentavel. Assim, uma nova nomenclatura ja foi

sugerida, e ao invés de guanilato ciclase soluvel e particulada elas seriam chamadas
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de guanilato ciclase sensivel ou insensivel ao NO (Russwurm e Koesling, 2002;

Koesling et al., 2004; Pyriochou e Papapetropoulos, 2005).

Receptor NMDA

embrana
plasmatica

NOS-1 (nNOS)

Esquema 3. Complexo de sinalizacédo receptor NMDA, 6xido nitrico sintase-1 (NOS-
1) e guanilato ciclase “soluvel” (modificado de Koesling et al., 2004).

15 cGMP e sinalizacgéo intracelular

A importancia da guanilato ciclase é revelada pelo amplo espectro de
eventos biolégicos regulados pelo cGMP, que incluem respostas da retina a
estimulos luminosos, olfato, formacdo de esterdides, transporte ibnico nos rins e no
intestino, regulagdo da concentracdo intracelular de calcio livre (importante para a
agregacdo plaquetaria), regulacdo da contratilidade do musculo cardiaco, do
musculo liso ndo-vascular e também do vascular (base para o desenvolvimento de
drogas revolucionarias como o citrato de sildenafil — Viagra®). Além disso,
disfungcbes na producdo ou respostas ao cGMP estdo associadas a situacdes
patoldgicas, como no choque endotoxémico, na diarréia secretdria e na hipertensao,
dentre outras (para revisao ver Schmidt et al., 1993; Brioni et al., 2002; Sharma,
2002)

Existem pelo menos trés proteinas intracelulares receptoras para o cGMP,
as fosfodiesterases (PDEs), os canais de cations abertos por cGMP e proteinas

quinase dependentes de cGMP (PKG) que pertencem a uma familia de proteinas
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quinases serina/treonina, responsaveis por grande parte dos efeitos do cGMP

(Esquema 4; para revisao detalhada ver Hofmann et al., 2000; Lucas et al., 2000).

/ Doadores de NO ]
9

arginina

cAM P fosfodiester ases

Na*e Ca*f

Esquema 4. Mecanismos de sinalizagcdo da via NO-sGC- cGMP. O oxido nitrico
(NO) produzido endogenamente pelas enzimas NO sintases (NOS) ou liberado a
partir de doadores de NO ativa a guanilato ciclase soluvel (sGC) levando a um
aumento da sintese de cGMP. Este mensageiro intracelular, por sua vez, modula a
atividade da proteina quinase dependente de cGMP (PKG), canais ibnicos e
fosfodiesterases. Estes efetores estdo envolvidos em varios processos do sistema
cardiovascular e nervoso.

O tdénus da musculatura lisa é regulada pelo célcio celular, o qual ativa a
miosina quinase de cadeia leve (MLCK, do inglés myosin light chain kinase)
dependente de célcio/calmodulina (CaM), levando a fosforilacdo da cadeia leve de
miosina (MLC, do inglés, myosin light chain) com consequiente contracdo. A via do
NO causa relaxamento por estimular a guanilato ciclase, aumentando a producéo de
cGMP e ativando a PKG. A PKG gera relaxamento por mecanismos que ainda néo
séo totalmente definidos, e que podem incluir: a) redugcédo na concentragdo de calcio
citosdlico, tanto por um aumento na exportacdo de calcio como por reduzir a
mobilizacdo de célcio mediada por inositol trifosfato (IP3), b) a defosforilagdo da

cadeia leve da miosina, por ativacao de fosfatases ou pela manutencdo da MLCK
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em uma forma fosforilada que ndo é passivel de ativacdo pela calcio-calmodulina

(para reviséo ver Lucas et al., 2000).

MLCK MLCK

Esquema 5. Mecanismos de vasodilatacdo mediados pela via NO-sGC-cGMP.
(Adaptado de Beavo e Brunton, 2002).

1.6  Sepse e Guanilato ciclase

No que tange a sepse, foi demonstrado que a inibicdo da guanilato ciclase
restaurou a reatividade de vasos “endotoxicos” (isto €, incubados com LPS in vitro
ou obtidos de animais injetados com LPS) a noradrenalina (Fleming et al., 1991) e
aumentou a pressdo arterial e melhorou varios parametros cardiovasculares em
animais sépticos (Zhang et al., 1995). O primeiro trabalho estudando a inibicdo da
guanilato ciclase na sepse humana foi feito em 1992 (Schneider et al., 1992). Uma
infusdo de curta duragdo de azul de metileno (um inibidor da guanilato ciclase)
mostrou-se consistentemente capaz de melhorar a reducdo no ténus vascular e a
funcdo cardiaca em pacientes em choque séptico (Preiser et al., 1995; Daemen-
Gubbels et al., 1995; Andresen et al., 1998; Weingartner et al., 1999; Donati et al.,

2002) ou com vasoplegia seguinte a cirurgias cardiacas (Levin et al., 2004). Dois
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estudos usaram infusdes continuas de azul de metileno em choque séptico humano
e ambos mostraram resultados favoraveis (Brown et al., 1996; Kirov et al., 2001).
Outro estudo mostrou efeitos vasculares favoraveis, mas recomendou cautela por
causa da diminuicdo da oxigenacao arterial (Gachot et al., 1995). Talvez a relagéo
entre a guanilato ciclase e a sepse tenha que ser revista, ja que a sepse humana
dura normalmente dias e ndo algumas poucas horas, como nos ensaios
experimentais usando LPS. Considerando os potentes efeitos vasodilatadores do
cGMP, e seu claro envolvimento na hiporeatividade a vasoconstritores (Kirov et al.,
2001) e na depressdo cardiaca (Daemen-Gubbels et al., 1995), a inibicdo da
guanilato ciclase é ainda uma interessante possibilidade terapéutica, mesmo que
parte da sua ativacdo possa ser independente do NO (Wu et al., 1998).
Diferentemente dos inibidores das NOS, os inibidores da guanilato ciclase nao
devem interferir com a capacidade do hospedeiro em combater os microrganismos
invasores, jA que os efeitos antimicrobianos de NOS-2/NO ndo dependem da
guanilato ciclase (Nathan et al., 2000). Com base nestas informacgdes, alguns
pesquisadores julgam necessaria a realizacdo de um estudo clinico de larga escala
com inibidores da guanilato ciclase, como o azul de metileno, em quadros de choque
séptico (Evgenov e Bjertnaes, 2003). Por outro lado, Schneider e colaboradores, do
grupo que publicou o primeiro trabalho com azul de metileno em humanos
(Schneider et al.,, 1992), publicaram um editorial em 1995 desencorajando a
utilizacdo deste composto, até que houvesse evidéncias mais claras de que isto
poderia trazer beneficios. Fica claro portanto a necessidade de cautela, até porque
alguns trabalhos mostram que a inibicdo desta via de sinalizagcdo pode aumentar a
resisténcia vascular pulmonar piorando a oxigenacao arterial, um efeito que pode ter
consequéncias dramaticas, e até mesmo aumentar a mortalidade (Gachot et al.,
1995; Zhang et al., 1995; Andresen et al., 1998; Weingartner; 1999).

Entretanto, um ponto importante, e sistematicamente ignorado pelos trabalhos
gue avaliam os efeitos do azul de metileno na sepse, € uma série de evidéncias na
literatura mostrando que a exposicao cronica de cultura de células ao 6xido nitrico
pode modular tanto a atividade como a expressao da enzima guanilato ciclase (Ujiie
et al., 1994; Filippov et al., 1997; Scott e Nakayama, 1998a; Scott e Nakayama,
1998b; Takada et al., 2001). Assim, baseado no fato de que o paciente séptico esta
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cronicamente exposto a altas concentracdes de NO, é bastante plausivel supor que
estes pacientes apresentem alteragcdes na funcionalidade da enzima guanilato
ciclase. Portanto estas possiveis alteragbes podem ser o motivo da dualidade de

resultados em relacdo a eficacia e seguranca na utilizacdo de inibidores desta

enzima na sepse.
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2.1 Hipotese

Sera que o excesso de Oxido nitrico produzido durante a sepse pode afetar a

funcionalidade da enzima guanilato ciclase?

2.2 Objetivo geral

Considerando que a sepse é uma resposta inflamatéria bastante complexa e
em constante mudanca, e diante da controvérsia a respeito da utilidade e seguranca
de inibidores da enzima guanilato ciclase para o tratamento da sepse, 0 presente
trabalho objetiva estudar temporalmente o perfil de funcionalidade da enzima
guanilato ciclase, bem como correlacionar o estado da enzima com o efeito do azul

de metileno nas alteracées hemodinamicas que ocorrem durante a sepse.

2.3 Objetivos especificos

a) Avaliar a producdo de 6xido nitrico e a instalacdo de alteracdes cardiovasulares
em modelos de sepse experimental (injecdo de LPS e ligadura e perfuragdo do

Ceco).

b) Caracterizar o envolvimento do Oxido nitrico e da enzima guanilato ciclase na

instalacdo da hiporeatividade a vasoconstritores apés a inje¢do de LPS.

c) Avaliar o padrao de responsividade a doadores de Oxido nitrico em diferentes

tempos apos a injecdo de LPS ou apds a cirurgia de perfuracao e ligadura do ceco.

d) Verificar a funcionalidade da guanilato ciclase através incubacdo de tecidos
retirados de animais sépticos com doadores de NO (ativador da enzima) e posterior

mensuragao do produto da enzima (cGMP).

e) Determinar o padrdo de expressdo da enzima guanilato ciclase soluvel ap6s a

injecdo de LPS ou apos a cirurgia de pefuracéo e ligadura do ceco.
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f) Avaliar se eventuais altera¢des na funcionalidade da enzima guanilato ciclase s&o

decorrentes da producéo exacerbada de oxido nitrico.

g) Caracterizar o efeito de um inibidor da enzima guanilato ciclase, o azul de
metileno, sobre as altera¢cbes cardiovasculares induzidas pela injecdo de LPS ou
pelo procedimento de CLP.

h) Avaliar o efeito do azul de metileno, administrado em diferentes tempos, sobre a
mortalidade de animais no modelo de CLP.



MATERIAL E METODOS
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3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar fémeas, pesando entre 200-300 g, fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2° C) e ciclo de claro/escuro
(12/22 h) controlados automaticamente. Os animais tiveram livre acesso a
alimentacdo e agua até o momento do experimento. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA/UFSC) e estdo de
acordo com as Diretrizes de Cuidados com Animais de Laboratério dos Institutos
Nacionais de Saude, dos Estados Unidos da América (NIH; USA).

3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Avaliacdo da presséao arterial em ratos

Neste estudo, utilizamos o modelo de medida direta da presséo arterial de
animais anestesiados. Para isso, foi utilizado como anestésico uma mistura
contendo cetamina (90 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), injetada pela via intramuscular.
A associacdo dessas drogas € capaz de gerar uma anestesia profunda, sem
nenhuma depressdo cardiovascular ou respiratéria aparente, com padrdo de
resposta para vasoconstritores melhor do que o obtido com outros anestésicos
classicos, como por exemplo, a uretana (Gratton et al., 1995). Nos experimentos
mais prolongados, pequenas doses de refor¢co (30 e 7 mg/kg, i.m., de cetamina e
xilazina, respectivamente) foram administradas a cada 60-75 minutos, também pela
via intramuscular.

Uma vez anestesiados, 0os animais foram posicionados em decubito dorsal
sobre uma mesa cirargica aquecida (temperatura entre 35 e 36° C). Em todos 0s
experimentos, a veia femoral esquerda foi dissecada para a insercdo de uma agulha
acoplada a uma canula de polietiieno (PE 50) e seringa. Esse acesso venoso foi a
via de administragdo para muitos dos compostos utilizados. Imediatamente apos a
canulacao da veia femoral, 30 Ul de heparina sédica, diluida em 100 pl de solugéo
salina tamponada com fosfato, segundo a formulacdo de Dulbecco (PBS, composto
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por, em mM: NaCl 137, KCI 2,7, KH,PO,4 1,5, NaHPO, 8,1; pH 7,4), foi injetada pela
via intravenosa para prevenir a formacado de coagulos e a obstrugdo das canulas.
Para facilitar a respiragdo espontanea, todos os animais foram submetidos a
traqueostomia. Na sequéncia, a artéria cardtida esquerda foi localizada e, de forma
cuidadosa e rapida, separada do nervo vago e tecidos adjacentes. O fluxo
sanguineo da artéria carétida foi interrompido na extremidade distal através da
ligadura com fio de sutura, enquanto o fluxo da extremidade proximal foi
temporariamente suprimido por compressao com uma pinga curva. Um pequeno
corte foi realizado na regido medial da porcdo da artéria carétida clampeada,
servindo como via de insercéo de um catéter de polietileno (Angiocath®, nimero 19),
devidamente heparinizado, o qual foi firmemente amarrado na artéria e conectado
ao transdutor de pressao interligado a um equipamento de andlise de presséo
arterial Digi-Med (Modelo 190, NY, EUA). Os valores de pressado arterial média
(PAM), sistdlica e diastélica (em mmHg) e da frequéncia cardiaca (em batimentos
por minuto, bpm) foram registrados a cada 10 segundos em um computador
(sistema operacional Windows 98™, Microsoft Corporation, EUA) por um software
de integracao Digi-Med (Modelo 200).

A administragéo intravenosa dos compostos de interesse, bem como a
avaliacdo das respostas cardiovasculares em nossos experimentos in vivo, foi
iniciada entre 20 a 30 minutos apos o término da manipulacdo cirargica. Esse
periodo mostrou-se suficiente para a estabilizacdo da pressdo arterial média,
geralmente elevada pelo estresse cirdrgico.

Os agentes vasoativos estudados foram dissolvidos em PBS e administrados
lentamente (volume final de 50 pul). Imediatamente apés, mais 150 pl de PBS eram
injetados para garantir que nenhum residuo da droga em uso permanecesse na
canula de polietileno. A injecao lenta de 200 pl de PBS, por si sO, ndo foi capaz de
alterar a pressao arterial média, o que nos garantiu que os efeitos observados eram
realmente resultados das acdes das drogas administradas.

A responsividade vascular, tanto para agentes vasoconstritores como
vasodilatadores, geralmente foi avaliada através da injecdo (subsequente) de trés
doses crescentes do composto em estudo. A elevagdo ou reducdo da presséo

arterial média iniciava-se imediatamente ap6s a administracdo dos compostos
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vasoativos, perdurando por periodos entre 10 segundos a 4 minutos, sendo 0 pico
do efeito observado sempre ao longo do primeiro minuto.
Ao término dos experimentos, todos os animais foram sacrificados atraves da

administracao intravenosa de altas doses de xilocaina.

3.2.2 Indugédo do quadro de endotoxemia

O choque endotoxémico foi induzido através da injecao intraperitonial de
lipopolissacarideo (LPS) de membrana de Escherichia coli (sorotipo 026:B6, Sigma
Chemical Co., St Louis, EUA), dissolvido em PBS, na dose de 12,5 mg/kg. Os

animais controle foram tratados apenas com PBS (1,0 ml/kg; i.p.)

3.2.3 Inducédo do quadro de septicemia através da ligadura e perfuragao do
ceco (CLP)

Os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina (90/15 mg/kg, i.p.). Em
seguida foram submetidos a uma laparotomia com incisdo de aproximadamente 1
cm e subseqliente exposicdo e ligadura ndo-obstrutiva do ceco, abaixo da valvula
ileo-cecal. Para inducdo da septicemia o ceco dos animais foi perfurado (5 ou 20
vezes) com agulhas 18G, seguido de leve compressao para assegurar a saida de
conteudo intestinal. Apos a perfuracdo do ceco o intestino era recolocado na
cavidade abdominal e a musculatura e a pele suturadas. Ap6s a sutura, 0s animais
receberam 2 ml de salina s.c. para reposicao fluidica (Benjamin et al., 2000) e foram
mantidos em ambiente aquecido até a recuperacdo da anestesia (60 a 120 minutos).
Os animais controles foram submetidos aos mesmos procedimentos cirdrgicos nao
sofrendo, contudo, perfuragbes e ligadura no ceco (animais falso-operados ou
sham).

3.2.4 Dosagem de nitrato e nitrito (NO )

A metodologia utilizada para a dosagem dos valores de NOy ja foi descrita
detalhadamente (Granger et al., 1990). Basicamente, o plasma foi diluido 1:1 com
agua de Milli-Q e desproteinizado pela adicdo de sulfato de zinco (2%). Para a
conversdo do nitrato para nitrito, as amostras foram incubadas a 37° C durante 2
horas, em presenca da nitrato redutase expressa em Escherichia coli cultivada em
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anaerobiose. Apés o periodo de incubacado, as amostras foram centrifugadas para a
remocdo da bactéria, sendo 100 pl do sobrenadante misturados com o mesmo
volume de reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 10% de acido fosférico/0,1%
de alfa-naftil-etilenodiamina em &gua de Milli-Q) em placas de 96 pocos para leitura
a 540 nm num leitor de placas. Curvas padréo de nitrito e nitrato (0 a 150 puM) foram
realizadas simultaneamente. Como, nestas condi¢des, a conversao de nitrato para
nitrito foi sempre maior que 90%, ndo foi realizada nenhuma correcdo dos
resultados. Finalmente, por meio de regressao linear, os valores foram expressos

como UM de NOx (nitrato e nitrito).

3.2.5 Dosagem de cGMP

Em tempos determinados os animais foram sacrificados e exsanguinados, e o
pulméo direito e a aorta toracica foram retirados. Um fragmento de tecido pesando
aproximadamente 100 mg foi picado em pedacos de aproximadamente 1 mm?® e
incubado com isobutil-metilxantina (IBMX, um inibidor ndo seletivo de
fosfodiesterases, 0,1 mM) por 15 min a 37 °C em uma solu¢cao balanceada de sais
de Hanks (138 mM NacCl; 5,3 mM KCI; 0,44 mM KH;POg4, 0,4 mM MgSQOy; 0,49 mM
MgCly; 1,26 mM CacCl,; 0,34 mM Na;HPOy,; 4,2 mM NaHCOg3, e 5,5 mM D-glucose).
Entdo, nitroprussiato de sédio (SNP, 100 uM) ou PBS foram adicionados, e a
incubacdo seguiu por mais 10 minutos. Ao término deste tempo, os tecidos foram
rapidamente congelados e homogenizados em acido tricloroacético gelado (6%, 1
ml) em um homogenizador do tipo Potter de vidro. Os homogenatos foram entao
centrifugados (4000 x g, 4° C, 30 min) por 30 minutos, o sobrenadante coletado e
lavado 4 vezes com éter etilico saturado com agua (1,6% v/v). As amostras foram
liofilizadas, e o cGMP foi dosado por ELISA utilizando-se um kit comercialmente
disponivel (Amersham Pharmacia Biotech, Sdo Paulo, SP, Brasil), seguindo-se as
instrugcdes do fabricante. Este método permite a dosagem de cGMP em uma faixa de
50 a 12.800 fmol/poco, sendo baseado na competicdo entre o cGMP da amostra e
cGMP conjugado a uma peroxidase na ligagdo a um anticorpo especifico para
cGMP. A quantidade total de proteina foi dosada pelo método de Bradford. Os

resultados séo expressos como picomoles de cGMP por miligrama de proteina.
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3.2.6 RT-PCR

A extracdo do RNA total foi realizada através da homogenizacdo dos tecidos
em 1 ml de reagente TRIzol (Invitrogen). Foram adicionados 200 pl de cloroférmio ao
homogenato, sendo este posteriormente submetido a agitacdo e centrifugacao
(14.000 rpm, 15 min, 4 °C). A fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um
novo tubo, ao qual foi adicionado 500 pl de alcool isopropilico. O contetudo do tubo
foi misturado por inversdo e posteriormente mantido em repouso a temperatura
ambiente por 10 min. A mistura foi centrifugada (14.000 rpm, 15 min, 4 °C), sendo o
precipitado resultante ressuspenso em 1 ml de etanol gelado. Apds centrifugacdo
(20.000 rpm, 5 min, 4 °C), o precipitado contendo RNA foi dissolvido em &gua
tratada com 0,1 % de dietilpirocarbonato (DEPC), sendo a concentracao e a pureza
determinadas em espectrofotometro pela absorbéancia a 260 nm. O RNA foi
aliguotado e estocado em freezer a —70 °C até o momento do uso.

A reacdo da transcricdo reversa (RT) foi realizada através da enzima Moloney
Murine Leukemia Virus (M-MULV) (Invitrogen). Amostras contendo 1 pg de RNA
total foram incubadas com 2 U de inibidor de RNase (RNAsin, PROMEGA), dNTPs
0,5 mM, 10 U da enzima e agua-DEPC para completar o volume. A mistura foi
submetida a temperatura de 20° C por 10 min, 42° C por 45 min e 95° C por 5 min. A
concentragcdo do cDNA de cada amostra foi determinada por espectrofotdmetro
(absorbancia a 260 nm).

Os produtos de cDNA obtidos pela técnica de RT foram amplificados com a
enzima Taq DNA polimerase, juntamente com dNTPs e MgCl, 0,5 mM e os primers
especificos para cada subunidade da enzima guanilato ciclase. As condi¢cdes da
reacdo foram as seguintes: 95T por 90 s, 35 ciclos a 95T por 30 s, 45T por 60 s,
e 72T por 26 s. Os seguintes primers foram utiliza dos para amplificar o cDNA da
subunidade al da guanilato ciclase sensivel ao NO: (GenBank n°® acesso. U60835):
senso, 5-GAAATCTTCAAGGGTTATG-3' (1527-1545), e anti-senso, 5'-
CACAAAGCCAGGACAGTC-3' (2335-2352). O primer utilizado para amplificar a
subunidade B1 da enzima guanilato ciclase sensivel ao NO foi: (GenBank n° acesso.
AB099521): senso, 5"-GGTTTGCCAGAACCTTGTATCCACC-3’ (1450-1474), e anti-
senso, 5-GAGTTTTCTGGGGACATGAGACACC-3' (1709-1733). O tamanho
esperado para os produtos do PCR foi de 825 pares de base para a subunidade al
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e 284 para a subunidade 1. Os primers para gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) foram usados para validar cada reacdo de cDNA e para estimativa final de
MRNA. Os produtos finais do PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 3,5% corado com brometo de etidio. Os produtos finais foram

fotografados para a analise dos resultados. O experimento foi repetido trés vezes.
3.2.7 Imunoeletroforese para guanilato ciclase solu  vel (Western blot )

Nesses experimentos, os tecidos (pulmao de ratos) foram homogeneizados
em tampdo de homogeneizagdo mantido a 4° C (composto por, em mM: sucrose
320, Tris 10, EDTA 1, PMSF 1 e DTT 1, em pH 7,5, contendo 10 pg/ml de aprotinina,
leupeptina e inibidor de tripsina do feijdo de soja). A separacdo de proteinas (50
Mg/poco) provenientes dos homogenatos teciduais foi feita por eletroforese em gel
de poliacrilamida (8%) com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Terminado o
periodo de corrida das amostras (1 h, 140 V, 25 mA) as proteinas foram transferidas
do gel de migracdo para uma membrana de polifluoreto de vinilideno (PVDF) através
da aplicacdo de corrente elétrica (15 V; 0,8 mA/cm? 30 min). Em seguida, a
membrana foi incubada em PBS/Tween (composto por NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
KH,PO,4 1,5 mM e Na;HPO42H,0, contendo 0,05% de Tween-20, pH 7,4) com leite
desnatado a 5%, pelo periodo de 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagem
com PBS/Tween a membrana foi incubada durante a noite a 4°C, com anticorpo anti-
sGCpB1 (policlonal) de coelho (2 pyg/ml, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EUA). Ao término do periodo de incubagdo e lavagem com PBS/Tween (para
retirada do excesso de anticorpo) as amostras foram incubadas com o anticorpo
secundéario anti-lgG ligado a biotina (Amershan, diluicdo 1:1000 em PBS/Tween). A
seguir, a membrana foi novamente lavada com PBS/Tween e incubada com
estreptavidina conjugada com peroxidase (Amersham, diluicdo 1:1000 em
PBS/Tween) por 1 h em temperatura ambiente. A revelagcdo da membrana foi feita
através do kit de quimioluminescéncia ECL-Amersham®.
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3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS - PARTE 1
Nesta parte s&o discutidos os protocolos utilizados para investigacdo do
padrdo de expressdo e funcionalidade da enzima guanilato ciclase em animais

endotoxémicos, bem como envolvimento da enzima na hiporeatividade a fenilefrina.

3.3.1 Avaliacdo dos efeitos da fenilefrina em anima  is endotoxémicos

Duas, oito ou vinte e quatro horas apos o tratamento com LPS (12,5 mg/kg,
i.p.) ou PBS (1,0 ml/kg, i.p.), os animais foram anestesiados e preparados para o
registro direto da pressao arterial, como descrito no item 3.2.1. Respeitado o periodo
de estabilizacdo da pressdo arterial média foram avaliados os efeitos
vasoconstritores para a fenilefrina (nas doses de 3, 10 e 30 nmol/kg, iv). Ao término
dos experimentos, amostras de sangue arterial (cerca de 1 ml) foram coletadas e
centrifugadas a 4000 x g durante 10 minutos, sendo o sobrenadante (plasma)

recuperado e armazenado a -20° C para posterior dosagem de nitrato e nitrito (NOy).

3.3.2 Avaliacdo do envolvimento da via 6xido nitrico/guan ilato ciclase na
instalagdo e manutencdo da hiporeatividade a fenile  frina em animais
endotoxémicos

A producd@o excessiva de Oxido nitrico durante a sepse é considerada de
grande importancia para o estabelecimento da hiporeatividade a agentes

vasoconstritores existente nessa condicdo patologica. Da mesma forma, a

participacdo da guanilato ciclase neste processo tem sido igualmente estabelecida.

Entretanto, os conhecimentos que norteiam essa concepcao advém especialmente

de experimentos in vitro (ver por exemplo Hollenberg et al., 1993; Hom et al., 1995;

Mansi et al.,, 1996; Hollenberg et al., 1997). Por essa razdo, nés investigamos a

influéncia de um inibidor da NOS, L-NAME (inibidor ndo-seletivo da NOS; Rees et

al., 1990), sobre a producao de NO (nitrato/nitrito), cGMP e sobre a hiporeatividade a

vasoconstritores em animais injetados com LPS.

Os animais receberam duas injecoes de L-NAME (55 umol/kg; correspondente

a 10 mg/kg; i.p.), a primeira administrada 1 hora e a segunda 6 horas apoés a injecao

de LPS ou PBS. Esse protocolo experimental teve como principal objetivo prevenir a
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grande producdo de NO especialmente nas primeiras horas apos a administracdo do
LPS ou PBS.

Oito horas ap6s o tratamento com LPS (12,5 mg/kg, i.p.) ou PBS (0,1 ml/Kkg,
i.p.) os animais foram preparados para o registro da presséo arterial média e uma
curva dose-resposta para a fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/kg) foi registrada. Ao término
dos experimentos foram coletadas amostras de sangue e tecido pulmonar para

dosagem de NOy (ver item 3.2.4) e cGMP (ver item 3.2.5.) respectivamente.

3.3.3 Avaliacdo dos efeitos vasodilatadores de doad  ores de Oxido nitrico em
animais endotoxémicos

Com objetivo de avaliar a funcionalidade da enzima guanilato ciclase soluvel
em animais endotoxémicos noés utilizamos doadores de NO como ferramenta
farmacoldgica para ativar a guanilato ciclase e aumentar a producdo de cGMP com
consequente vasodilatacao e reducdo da presséo arterial média.

Os animais foram anestesiados e preparados para o registro da pressao
arterial 2, 8 ou 24 horas ap0s o tratamento com LPS (12,5 mg/kg, i.p.) ou PBS (1,0
mi/kg, i.p.), como descrito no item 3.2.1. Respeitado o periodo de estabilizacdo da
pressdo arterial média, as respostas vasodilatadoras para trinitrato de glicerila (10,
100 e 1000 nmol/kg; i.v.), nitroprussiato de sédio (3, 10 e 30 nmol/kg; i.v.) ou SNAP
(10, 100 e 1000 nmol/kg, i.v.) foram avaliadas.

3.3.4 Avaliacdo da producao de cGMP em resposta a e stimulagdo da enzima
guanilato ciclase solavel com nitroprussiato de sod i0 em pulméo ou
aorta de animais endotoxémicos

Para um estudo mais detalhado da funcionalidade da enzima guanilato ciclase
sensivel ao NO, nés avaliamos a formacdo do produto da enzima, cGMP, apds
estimulo com um doador de NO, nitroprussiato de sédio. Assim, nos tempos de 8 ou

24 horas apés o tratamento com LPS (12,5 mg/kg, i.p.) ou PBS (1,0 ml/kg, i.p.), 0s

animais foram sacrificados, amostras de tecido pulmonar e aorta foram coletados,

incubados com SNP e rapidamente congeladas para posterior dosagem de cGMP

(detalhes no item 3.2.5).
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3.3.5 Andlise do padrdo de expresséo da enzima guanilato ciclase solavel em
animais endotoxémicos através de RT-PCR e imunoelet  roforese

Alguns trabalhos na literatura relatam que a exposi¢cao de células a doadores
de 6xido nitrico ou LPS podem reduzir a expressao da guanilato ciclase sensivel ao
NO (Ujiie et al., 1994; Filippov et al., 1997; Scott e Nakayama, 1998a; Scott e
Nakayama, 1998b). Assim, resolvemos estudar o padrdo de expressao da enzima
guanilato ciclase solavel em uma condicdo de alta producdo de NO, como a que
acontece nos animais endotoxémicos.

Para isso, 8 ou 24 horas apos o tratamento com LPS (12,5 mg/kg, i.p.) ou PBS
(1,0 ml/kg, i.p.), os animais foram sacrificados e uma amostra de tecido pulmonar
retirada e armazenada a -70° C até o momento da realizagdo do RT-PCR ou
imunoeletroforese para a guanilato ciclase soltvel, como descrito nos itens 3.2.6 e

3.2.7 respectivamente.

3.3.6 Inibicdo da enzima guanilato ciclase soluvel em ani  mais endotoxémicos
Em seguida resolvemos avaliar o efeito de um inibidor da enzima guanilato
ciclase sobre a hiporeatividade a fenilefrina em diferentes tempos apds a injecéo de
LPS. Para isso, 2, 8 ou 24 horas apds o tratamento com PBS (1,0 ml/kg, i.p.) ou LPS
(12,5 mg/kg, i.p.), os animais foram preparados para o registro da presséo arterial
média. Respeitado o periodo de estabilizagcdo, os efeitos pressoéricos da fenilefrina
(3, 10 e 30 nmol/kg, i.v.) foram avaliados e, imediatamente apds o desaparecimento
dos efeitos da ultima dose de fenilefrina, administramos azul de metileno (10 mg/kg,
i.v.) ou PBS (1,0 ml/kg). Quinze a trinta minutos apds esse tratamento as respostas

vasculares a fenilefrina foram novamente avaliadas.

3.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS - PARTE 2

Nesta parte sdo discutidos os protocolos utilizados para avaliagao do padréo
de expressao e funcionalidade da enzima guanilato ciclase no modelo de CLP, bem
como a correlagcdo do estado da enzima com a eficacia do tratamento com azul de

metileno.
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3.4.1 Determinacédo da letalidade do modelo de ligad ura e perfuracdo do ceco

em ratos

Diferentes grupos de animais (n = 10 a 12) foram submetidos a cirurgia de
CLP, como descrito no item 3.2.3. Porém, nesse conjunto de experimentos, cada
grupo de animais foi exposto a uma quantidade diferente de perfuracdes: 5 ou 20
furos. ApOs a realizacdo da cirurgia, os animais foram observados em intervalos de
no minimo 6 e no maximo 12 horas pelo periodo de 5 dias e a letalidade
quantificada. Para fins de indice de letalidade ndo foram considerados aqueles

animais que morreram antes da recuperagao completa da anestesia.

3.4.2 Avaliacdo das alteracdes cardiovasculares em animais submetidos a

cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco

Para estudar as alteracdes hemodinamicas induzidas pelo procedimento
cirargico CLP, os animais foram anestesiados e preparados para o registro da
pressao arterial média e frequéncia cardiaca 12, 24 e 48 horas apos a realizacdo da
CLP ou da cirurgia falsa (falso-operados, controle). Respeitando o periodo de
estabilizacdo, os valores de pressdo arterial média e frequéncia cardiaca foram
registrados. Avaliamos também os efeitos vasculares da fenilefrina (3, 10 e 30
nmol/kg, i.v.) e angiotensina Il (3, 10, 30 pmol/kg; i.v.) nestes animais. Ao término
dos experimentos amostras de sangue arterial (cerca de 1 ml) foram coletadas e
centrifugadas a 4000 x g durante 10 minutos, sendo o sobrenadante (plasma)

recuperado e armazenado a -20° C para a posterior dosagem de NO,.

3.4.3 Avaliacédo da temperatura corporal em animais submetidos a cirurgia de
ligadura e perfuragdo do ceco
Os animais submetidos ao procedimento de CLP tiveram a temperatura
mensurada a cada 24 horas durante 4 dias. Para isso foi utilizado um termdmetro
digital Powerpack® (ET-16, Taiwan), que utiliza raios infravermelhos para medir
energia emitida pelo timpano e tecidos ao seu redor transformando os valores em

temperatura (°C).
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3.4.4 Avaliagao da producao de cGMP em resposta a e  stimulacdo da enzima
guanilato ciclase soluvel com nitroprussiato de sod io em pulméo ou
aorta de animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracédo do
ceco

Assim como nos animais endotoxémicos, a funcionalidade da enzima guanilato

ciclase também foi avaliada no modelo de CLP. Assim, 12, 24 ou 48 horas apés o

procedimento de CLP, os animais foram sacrificados, amostras de tecido pulmonar e

aorta coletados, incubados com SNP e rapidamente congeladas para posterior

dosagem de cGMP (detalhes no item 3.2.5). Animais falso-operados foram usados

como controle.

3.4.5 Analise do padrdo de expressao da enzima guanilato ciclase soluvel
em animais submetidos a cirurgia de ligadura e perf  uracdo do ceco
através de RT-PCR e imunoeletroforese

Nos tempos de 12, 24 ou 48 horas apés o procedimento cirargico de CLP, os

animais foram sacrificados e uma amostra de tecido pulmonar retirada e

armazenada a -70° C até o momento da realizacdo do RT-PCR ou imunoeletroforese

para a guanilato ciclase soluvel, como descrito nos itens 3.26 e 3.2.6

respectivamente. Animais falso-operados foram utilizados como controle.

3.46 Avaliagdo dos efeitos do azul de metileno sob re as alteracdes
cardiovasulares em animais submetidos a cirurgia de ligadura e
perfuracdo do ceco

Para avaliar os efeitos de um inibidor da enzima guanilato ciclase soluvel, nas
alteracbes cardiovasculares em diferentes tempos apdés o procedimento CLP, nés

seguimos o0 seguinte protocolo: nos tempo de 12, 24 ou 48 horas apos o CLP ou a

falsa cirurgia, os animais foram preparados para o registro da pressdo arterial e

frequéncia cardiaca. Respeitado o periodo de estabilizacdo, os efeitos pressoricos

da fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/kg, i.v.) ou angiotensina Il (3, 10 e 30 pmol/kg) foram
avaliados e imediatamente ap0s o desaparecimento do efeito da ultima dose do

agente vasoconstritor, administramos azul de metileno (10 mg/kg, i.v.) ou PBS (1,0
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mi/kg). Quinze a trinta minutos ap0s esse tratamento as respostas vasculares a
fenilefrina ou angiotensina Il foram novamente avaliadas. Os valores de pressao
arterial média e frequéncia cardiaca basal também foram registrados antes e depois
da administracdo de azul de metileno ou PBS.

3.4.7 Avaliacdo do efeito do azul de metileno na so brevida de animais

submetidos a cirurgia de perfuracado e ligadura do c eco

Apds o procedimento cirdrgico de CLP os animais foram divididos em trés
grupos. Um grupo recebeu azul de metileno (10 mg/kg s.c.) no tempo de 8 horas
ap6s o procedimento cirdrgico. Outro grupo recebeu azul de metileno (10 mg/kg s.c.)
20 horas ap6s a cirurgia. No terceiro grupo, falso-operado, a metade dos animais
recebeu PBS (veiculo) no tempo de 8 horas e a outra metade no tempo de 20 horas
apos o CLP. A sobrevida foi avaliada ao longo de 5 dias.

3.5 COMPOSTOS E REAGENTES UTILIZADOS

As seguintes substancias foram utilizadas neste estudo: NaCl, KCI, CaCly,
MgSO,4, KH,PO4, NaHCO; NaHPO,, EGTA, D-glucose, acido acético, acido
fosforico, nitroprussiato de sddio, nitrato de sddio, nitrito de sédio (todos comprados
da Merck, Brasil); heparina sodica e trinitrato de glicerila (doada pela Cristélia
Produtos Farmacéuticos, S&o Paulo, SP); L-NAME, Tris-HCIl, PMSF, DTT,
aprotinina, leupeptina, inibidor de tripsina, glicina, Tween-20, anticorpo anti-lgG de
coelho, tioglicolato, sulfanilamida, alfa-naftil-etilenodiamina, fenilefrina, angiotensina
Il, histamina, sulfanilamida, isobutil-metilxantina, lipopolissacarideo de E. coli
(sorotipo O111:B6), todos comprados da Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA;
isobutil-metilxantina (IBMX, da Sigma; doacdo do Prof. Dr. Jodo Batista Calixto,
UFSC) anticorpo anti-sGCB1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); cetamina
(Parke-Davis, Sdo Paulo, SP, Brasil); xilazina (Ronpum™, Bayer; Sdo Paulo, SP,
Brasil); Os sais e reagentes utilizados para preparo de solu¢des foram dissolvidos
em agua Milli-Q. Os estoques de angiotensina Il foram preparados em HCI (0,01 N).
Todos os compostos foram diluidos para uso em PBS estéril, exceto a IBMX, que foi
preparada e utilizada em solugédo de DMSO.
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3.6 ANALISE DOS RESULTADOS E TESTES ESTATISTICOS

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média
(E.P.M.). A andlise estatistica foi realizada pela analise de variancia de uma via
(ANOVA) ou duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni. Em alguns grupos foi
aplicado o teste t de Student para amostras ndo-pareadas (comparacdes entre duas
amostras). Valores de p< 0,05 foram considerados significativos.

As curvas de sobrevida foram expressas como porcentagem de animais vivos
observados em um intervalo de 6 a 12 horas durante os 5 dias avaliados. Para
analise estatistica das curvas de sobrevida e célculo da média de sobrevida foi
utilizado o teste de logrank. As diferencas entre as curvas representativas de cada
grupo experimental foram consideradas significativamente diferentes para p< 0,05.
A andlise de duas vias foi feita utilizando-se o pacote estatistico Statistica® (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, EUA) e o demais testes estatisticos foram realizados com o
programa GraphPad Prism (San Diego, CA, USA).
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4.1 Caracterizacdo do indice de mortalidade em animais  submetidos a cirurgia
de ligadura e perfuracéo do ceco

Os animais submetidos a cirurgia de CLP apresentaram piloerecao, tremores,
sangramento ocular, prostracdo, atonia muscular e diminuicdo da movimentacao,
sinais da instalacéo do estado de sepse. O tempo de laténcia e a intensidade desses
sinais dependeram do numero de perfuracdes executadas (dados ndo mostrados).
Além disso, quanto maior a quantidade de furos no ceco, maior foi a letalidade e
menor o tempo de sobrevida dos animais (Figura 1).

Os animais também tiveram suas temperaturas medidas ap6s o procedimento
cirargico, durante 4 dias. Conforme indicado na Figura 2, os animais falso-operados
mostram um aumento da temperatura corporal, com pico em 24 horas, e que se
manteve elevada durante toda a analise. Um padrdo muito semelhante foi observado
nos animais CLP 5 furos. Entretanto, os animais submetidos ao CLP 20 furos
apresentaram um aumento sutil na temperatura corporal somente nos momentos

iniciais, permanecendo em valores normais durante o resto da andlise.
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Figura 1. Sobrevida de ratos apés a cirurgia de lig  adura e perfuracdo do ceco
Diferentes grupos de animais (n = 10) foram submetidos a um numero variado de
perfuracbes no ceco, conforme estd indicado na legenda. Apds a cirurgia e a
completa recuperacdo da anestesia, os animais foram mantidos com livre acesso a
agua e racdo. Os animais do grupo controle foram submetidos a anestesia e
abertura do abdome, mas nao sofreram a ligadura e perfuracdo do ceco (Falso-
operado). A sobrevida foi avaliada ao longo de 4 dias. (* p < 0,05 em relagéo ao
grupo falso-operado, # p < 0,05 em relagao ao grupo CLP 5 furos; comparados pelo
teste log-rank, n = 20).
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Figura 2. Temperatura corporal de ratos ap0s a ciru rgia de ligadura e
perfuracdo do ceco . Diferentes grupos de animais (n = 10) foram submetidos a um
namero variado de perfuracdes no ceco, conforme esta indicado na legenda. Apds
cirugrgia e a completa recuperacdo da anestesia, os animais foram mantidos com
livre acesso a 4gua e racdo. Os animais do grupo controle foram submetidos a falsa
cirurgia. A temperatura foi avaliada ao longo de 4 dias. * p < 0,05, em relagdo ao
grupo falso-operado (circulos abertos) (ANOVA de uma via para medidas repetidas
seguida pelo teste t de Bonferroni).

4.2 Caracterizacao da producgdo de 6xido nitrico e alter  agfes cardiovasculares

em modelos de sepse experimental

Ratos endotoxémicos

Neste estudo a inje¢do de LPS néo alterou os valores de pressao arterial 2, 8
ou 24 horas ap0s sua administracdo, mas aumentou a frequéncia cardiaca no tempo
de 8 horas apOs a injecdo de LPS (Tabela 1). A injecdo de LPS aumentou
significativamente os niveis plasméaticos de nitrato/nitrito (NOx um indicativo da
producdo de NO; Figura 3). O aumento dos niveis de NOx foi significante a partir de
6 horas e apresentou pico em 16 horas.

Como pode ser visto na Figura 4 os ratos injetados com LPS apresentaram

reducdo de 40 a 50% na resposta vasoconstritora a fenilefrina, caracterizando assim
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a chamada hiporeatividade a agentes vasoconstritores. O padrao de hiporeatividade

a fenilefrina foi muito parecido em todos os tempos avaliados (Figura 4).
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Figura 3. Concentracdo plasmatica de nitrato e nitr  ito (NO) no plasma de ratos
endotoxémicos. Amostras de sangue foram coletadas apos a injecdo de LPS (12,5
mg/kg, i.p.) nos tempos indicados, para quantificacdo do NOx. Os resultados
representam a média + erro padrdo da média, n= 4-6. * p<0,05, em relagdo ao tempo
zero (ANOVA de uma via seguida pelo test t de Bonferroni).

Tabela 3: Efeito da injecdo de LPS na presséo arter ial e freqUiéncia cardiaca de
ratos.

Tempo ap6és a injecao de LPS ou PBS

2 horas 8 horas 24 horas
Grupos PAM FC PAM FC PAM FC
(mmHg) (bpm) (mmHg) (bpm) (mmHg) (bpm)
PBS 100,1+£2,1| 239+10 | 98,6+2,1 2407 954 +3,4 245 +8
PBS+L-NAME N.D. N.D 116,2+4,2*| 200 + 13 N.D. N.D.
LPS 97,7+4,1 | 270+15 |104,7+4,1| 295+11* |106,7+£2,7| 242+14
LPS+L-NAME N.D. N.D. 956 £4,1 235+8 N.D. N.D.

Os animais foram preparados para o registro da pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) 2, 8 e 24 horas apo0s a inje¢do de LPS (12,5 mg/kg, i.p.) ou
PBS. Grupos separados receberam injecdes de L-NAME (55 pumol/kg, i.p.), uma e
seis horas apos a injecdo de LPS ou PBS. Os resultados representam a média +
erro padrdo da média de 6 a 8 animais. * p < 0,05, em relacdo ao grupo PBS.
(ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni). N.D.: ndo determinado
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Figura 4: Efeitos da fenilefrina na presséo arteria | média de ratos tratados com

LPS ou PBS. Curvas dose-resposta para a fenilefrina foram registradas em ratos
anestesiados, 2, 4, 6, 8, 16 ou 24 horas ap6s a administracdo de PBS (1 ml/kg, i.p.)
ou LPS (12,5 mg/kg, i.p.). Os dados apresentados no grupo controle agregam
resultados obtidos em animais tratados com PBS 2, 4, 6, 8, 16 ou 24 horas antes do

registro. Os resultados representam a média + erro padrdo da média de 7 a 15
animais. * p < 0,05, em relagdo ao grupo controle (PBS). (ANOVA de uma via
seguida pelo teste t de Bonferroni).

Ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragd o do ceco

Diferentemente do modelo LPS, os animais submetidos ao CLP
apresentaram um quadro hipotensivo ja em 12 horas e com queda progressiva até
pelo menos 48 horas. Os animais falso-operados mantiveram o mesmo valor de
pressdo arterial em todos os tempos do estudo (Figura 5, Painel A). A freqténcia
cardiaca dos animais submetidos ao CLP sofreu elevacdo em 12 horas, atingindo
valores similares ao controle 48 h apds o procedimento cirdrgico (Figura 5, Painel B).

A mensuracdo da concentracdo plasmatica de NO,, outro parametro
utilizado para confirmacdo do estado de sepse, revelou valores aumentados ja& em
12 horas apés CLP (Figura 6). Estes valores permaneceram altos por pelo menos 48
horas. Os animais falso-operados ndao apresentaram aumento dos niveis de NOy,
guando comparados aos animais que nao foram submetidos a nenhum tipo de

procedimento cirurgico.
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Figura 5: Pressao arterial média e frequéncia cardi aca mensurada em animais
submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragcdo do c eco. Os animais foram
preparados para o registro da pressao arterial média (Painel A) e frequéncia
cardiaca (Painel B) 12, 24 e 48 horas ap6s a CLP (20 furos), conforme indicado na
legenda. Os animais pertencentes ao grupo controle (circulos abertos) foram
submetidos a falsa cirurgia. Os resultados representam a média + erro padrdo da
média de 6 a 8 animais. * p < 0,05, em relacdo ao grupo controle (circulo aberto)
(teste t Student para amostras nao pareadas).
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Figura 6: Concentracdes plasmaticas de NO , de ratos submetidos a cirurgia de

ligadura e perfuragcdo do ceco . Amostras de sangue foram coletadas 12, 24 e 48
horas apés a CLP (20 furos, barras pretas) e processadas para a quantificacdo da
concentracdo de NOy pelo método de Griess. As barras abertas referem-se ao grupo
falso-operado. Os resultados representam a média + erro padrdo da média de 6 a 15

animais. * p < 0,05, em relacdo ao grupo controle (barra aberta) (ANOVA de uma via
seguida pelo teste t de Bonferroni).

Além da hipotensdo progressiva e da taquicardia inicial, os animais
submetidos ao CLP apresentaram uma menor resposta vasoconstritora a fenilefrina
e a angiotensina Il, sendo este efeito constante durante todo o periodo de analise
(12, 24 e 48 horas apés CLP; Figura 7 e 8).
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Figura 7: Efeitos da fenilefrina e angiotensina Il

de animais submetidos a cirurgia de ligadura e perf
foram preparados para o registro da PAM 12, 24 e 48 horas apés a CLP (20 furos),
conforme indicado na legenda, e tiveram os efeitos da fenilefrina (Painel A) e
angiotensina Il (Painel B) avaliados. Os animais pertencentes ao grupo controle
(barras abertas) foram submetidos a falsa cirurgia. Os valores representam a média
+ erro padrdo da média de 6 a 10 experimentos. * p < 0,05, em relacdo ao grupo
controle (barra aberta) (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni).
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Figura 8. Registros da presséo arterial média de ra  tos anestesiados mostrando os efeitos da fenilefrin a em animais
falso-operado e submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do ceco. Os animais foram preparados para o registro da
pressao arterial média 12, 24 e 48 horas apos a CLP (20 furos), conforme indicado na Figura, e tiveram os efeitos da
fenilefrina avaliados. O animal falso-operado foi submetido a cirurgia (sem a ligadura e perfuracdo do ceco) 24 horas antes.
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4.3 Caracterizacao do envolvimento da via 6xido nitrico  /guanilato ciclase na
hiporeatividade a fenilefrina em ratos endotoxémico S

A injecdo de LPS, além de aumentar os nives de NOy no plasma (Figura 3 e
Figura 9, Painel A), foi também capaz de aumentar a producédo de cGMP (Figura 9,
Painel B). Além disso, o tratamento dos animais com um inibidor ndo seletivo da
enzima éxido nitrico sintase, o L-NAME, blogueou totalmente a producgéo de 6xido
nitrico e cGMP (Figura 9, Painéis A e B), bem como preveniu a instalacado do quadro
de hiporeatividade (Figura 9, Painel C).
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Figura 9. Elevacdo da concentracdo de nitrato/nitri  to (NOy) no plasma e de
cGMP no pulméo de ratos endotoxémicos e sua inibicd o pelo tratamento com
L-NAME. Painel A: Oito horas ap0s a injecdo de PBS (barra abertas) ou LPS (barras
fechadas; 12,5 mg/kg i.p.) em ratos, o sangue foi coletado para dosagem de NO,.
Grupos separados receberam injecbes de L-NAME (55 pmol/kg, i.p.), uma e seis
horas apoés a injecdo de LPS (barras hachuradas) ou PBS. Painel B: Oito horas ap6s
a injecao de PBS (barras abertas) ou LPS (barra fechadas) os animais foram
sacrificados, um fragmento de pulméo foi coletado (~ 100 mg), rapidamente
congelado e homogenizado em &cido tricloroacético. Os homogenatos foram
centrifugados, o sobrenadante coletado, lavado quatro vezes com solugdo saturada
de éter e o cGMP mensurado por ELISA. Grupos separados receberam injecdes de
L-NAME (55 pmol/kg, i.p.), uma e seis horas apdés a injecdo de LPS (barras
hachuradas) ou PBS. Os resultados representam a média + erro padrao da média,
n= 3-6. * p < 0,05, em relacdo ao grupo PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste
t de Bonferroni).
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4.4 Avaliacédo da funcionalidade da enzima guanilato cic  lase soluvel em
modelos de sepse experimental.

Ratos endotoxémicos

Em seguida, para avaliar a funcionalidade da enzima guanilato ciclase
durante este quadro de producdo de altos niveis de NO, utilizamos doadores de
oxido nitrico como ferramenta farmacoldgica para ativar a enzima guanilato ciclase
sensivel ao NO e aumentar a producdo de cGMP, com consequente vasodilatacdo e
queda na pressao arterial média. A resposta vasodilatadora para trinitrato de
glicerila, nitroprussiato de sodio e S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina (SNAP) foi
menor em animais injetados com LPS 8 horas antes (Figura 10, Painel B). Por outro
lado, a resposta vasodilatadora foi similar aos valores controle, quando o LPS foi
injetado 2 ou 24 horas antes (Figura 10, Painéis A e C).

Para uma andlise mais refinada sobre o estado da enzima guanilato ciclase
soluvel, avaliamos a capacidade de formacdo do produto da enzima, o cGMP, ap6s
estimulagdo com doador de Oxido nitrico. A incubacgéo in vitro de fragmentos de
pulméo ou aorta retirados de animais controle com nitroprussiato de sodio, gerou um
aumento de 10 e 20 vezes nos niveis de cGMP, respectivamente. Entretanto, em
tecidos de animais injetados com LPS 8 horas antes, o nitroprussiato de sodio falhou
em aumentar os niveis de cGMP. Em contraste, o acumulo de cGMP induzido por
nitroprussiato de sddio nos tecidos de animais injetados com LPS 24 horas antes foi
semelhante aqueles obtidos em animais controle (Figura 11).
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Figura 10. Efeito do LPS na resposta vasodilatadora
(Painel A), 8 (Painel B) ou 24 horas (Painel C) ap0s a injecdo de LPS (12,5 mg/kg,
I.p., barras fechadas) ou PBS (barras abertas) os animais foram preparados para
registro de presséo arterial. Doses crescentes de trinitrato de glicerila, nitroprussiato
de sodio ou SNAP foram injetadas (i.v.) e a variacdo na pressdo arterial foi
registrada. Os resultados representam a média *
*p<0,05, em relacdo ao grupo PBS (teste t Student para amostras ndo pareadas).
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Figura 11. Producdo de cGMP em resposta a estimula¢ 4o da enzima guanilato
ciclase solavel com nitroprussiato de sédio em pulm ao ou aorta de ratos
injetados com PBS ou LPS . Oito ou 24 horas apoés a injecdo com LPS (12,5 mg/kg,
i.p.) ou PBS, os animais foram sacrificados, um fragmento de pulméao (Painel A) ou
de aorta toracica (Painel B) foi retirado e incubado com nitroprussiato de sodio (SNP;
100 pM; 10 min, barras fechadas) ou PBS (barras abertas) na presenca de isobutil-
metilxantina (inibidor inespecifico de fosfodiesterases, 0,1 mM). Os tecidos foram
rapidamente congelados e homogenizados em &cido tricloroacético. Os
homogenatos foram centrifugados, o sobrenadante coletado, lavado quatro vezes
com solucdo saturada de éter, e o cGMP mensurado por ELISA. Os resultados
representam a média *+ erro padrdo da média, n= 3-6. * p < 0,05, em relacdo ao
grupo PBS/SNP (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni).

Ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragd o do ceco

A exemplo do estudo com animais injetados com LPS, avaliamos também a
funcionalidade da enzima guanilato ciclase nos animais submtidos ao procedimento
de CLP. A resposta vasodilatadora para SNP também foi reduzida somente em
animais submetidos a cirurgia de CLP 12 horas antes, apresentando valores
similares aos falso-operados nos tempos de 24 e 48 horas apds o procedimento
cirdrgico (Figura 12).

A incubagdo in vitro com nitroprussiato de sédio do tecido pulmonar ou da

aorta retirados dos animais falso-operados, gerou um aumento de 10 vezes nos



Resultados 49

niveis de cGMP. Entretando, em tecidos de animais submetidos ao CLP 12 horas
antes, o nitroprussiato de soédio falhou em elevar os niveis de cGMP. Em contraste, o
acumulo de cGMP induzido por nitroprussiato de sédio nos tecidos de animais
submetidos ao CLP 24 ou 48 horas antes foi semelhante aqueles obtidos em

animais controle (falso-operados, Figura 13).
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Figura 12. Efeitos do nitroprussiato de sodio sobre a pressao arterial média de
ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragd o do ceco . Doze (Painel A),
24 (Painel B) ou 48 horas (Painel C) ap6s o CLP (barras fechadas) ou falsa cirurgia
(barras abertas), os animais foram preparados para o registro da pressao arterial.
Doses crescentes de nitroprussiato de soédio foram injetadas (i.v.) e a variagdo na
pressao arterial foi registrada. Os resultados representam a média + erro padréo da
média, n=8. * p < 0,05, em relagcdo ao respectivo grupo PBS (teste t Student para
amostras nao pareadas).
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Figura 13. Producdo de cGMP em resposta a estimula¢ 4o da enzima guanilato
ciclase solavel com nitroprussiato de sédio em pulm ao ou aorta de ratos
submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do c eco. Doze, 24 ou 48 horas
ap6s o procedimento cirdrgico (CLP e falso-operados), os animais foram
sacrificados, um fragmento do pulmao (Painel A) ou da aorta toracica (Painel B) foi
retirado e incubado com nitroprussiato de sédio (SNP; 100 puM; 10 min, barras
fechadas) ou PBS (barras abertas) na presenca de isobutil-metilxantina (inibidor
inespecifico de fosfodiesterases, 0,1 mM). Os tecidos foram rapidamente congelados
e homogenizados em &cido tricloroacético. Os homogenatos foram centrifugados, o
sobrenadante coletado, lavado quatro vezes com solucdo saturada de éter, e o
cGMP mensurado por ELISA. Como nao houve diferenca entre os diferentes tempos
nos animais falso-operado eles foram agrupados em um Unico grupo controle. Os
resultados representam a média + erro padrdao da média, n= 3-6. * p < 0,05, em
relagéo ao grupo PBS/SNP (ANOVA de uma via seguida pelo test t de Bonferroni).
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4.5 Caracterizacdo do envolvimento do o6xido nitrico nas alteracbes da
funcionalidade da enzima guanilato ciclase soluvel induzidas pela injecao
de LPS

Em seguida avaliamos o envolvimento do NO na alteragéo da funcionalidade
da guanilato ciclase soluvel. Para tanto, apds a injecdo de LPS, os animais foram
tratados com L-NAME, e no tempo em que ocorre 0 prejuizo na resposta da enzima
(8 horas apos o LPS), foram avaliados tanto a resposta vasodilatadora, como o
acumulo de cGMP no tecido pulmonar ap6s estimulo com doadores de NO. O
tratamento com L-NAME previne tanto a perda da resposta vasodilatadora ao
trinitrato de glicerila, como a reducgéo na producdo de cGMP apdés estimulo com SNP
(Figura 14).
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Figura 14. Efeito do L-NAME nas alteracdes da respo sta vasodilatadora e da
producéo de cGMP a doadores de NO induzidas pela in  jecédo de LPS . Painel A:
Oito horas apos a injecédo de LPS (12,5 mg/kg, i.p., barras fechadas) ou PBS (barras
abertas), os animais foram preparados para o registro da pressao arterial. Grupos
adicionais receberam injecdes de L-NAME (55 pmol/kg, i.p.; barras hachuradas),
uma e seis horas apés a inje¢cdo de LPS ou PBS. Em cada um desses grupos
doses crescentes de trinitrato de glicerila foram injetadas (i.v.) e a variacdo na
pressao arterial foi registrada. Painel B: Um fragmento do pulm&o dos mesmos
animais mostrados no Painel A foi retirado e incubado com nitroprussiato de sdodio
(SNP; 100 pM; 10 min, barras fechadas) ou PBS (barras abertas) na presenca de
isobutil-metilxantina (inibidor inespecifico de fosfodiesterases, 0,1 mM). Os tecidos
foram rapidamente congelados e homogenizados em acido tricloroacético. Os
homogenatos foram centrifugados, o sobrenadante coletado, lavado quatro vezes
com solucdo saturada de éter, e o cGMP mensurado por ELISA. Os resultados
representam a média + erro padrdo da média, n= 3-6. Painel A; * p < 0,05, em
relagéo ao grupo PBS. Painel B; * p < 0,05, em relagdo ao grupo PBS/SNP (ANOVA
de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.6 Avaliacdo do perfil de expressdo da enzima guanilat o ciclase soluvel

Ratos endotoxémicos

Para avaliar se 0 prejuizo na resposta da guanilato ciclase sensivel ao NO
seria consequéncia da redugdo no contetdo protéico da enzima, avaliamos os niveis
de mRNA (através de RT-PCR) e da proteina (Western blot) apds a injecédo de LPS.
Nos pulmdes obtidos de ratos injetados com LPS 8 horas antes, 0s niveis de mRNA
para a subunidade al permaneceram inalterados quando comparados com o0s
animais controle, mas aumentaram em aproximadamente 50% 24 horas apos a
injecdo de LPS (Figura 15, Painel A). Os niveis de mRNA para subunidade 1
apresentaram um aumento jA em 8 horas, e um aumento ainda mais expressivo 24
apos a injecao de LPS (Figura 15, Painel B). Em relacdo aos niveis protéicos, a
injecdo de LPS causou uma reducdo no tempo de 8 horas, mas os niveis de
proteina foram similares ao controle 24 horas apés o LPS (Figura 15, Painel C).
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Figura 15. Efeito do LPS nos niveis de mRNA e prote ina para sGC em pulmao
de ratos. Oito e 24 horas ap0s a injecdo de LPS (12,5 mg/kg, i.p., barras fechadas)
ou PBS (barras abertas) os ratos foram sacrificados e o pulméo coletado. Painel A:
produto do RT-PCR e a razdo entre a subunidade a; e o GAPDH, obtido por
densitometria. Painel B: produto representativo do RT-PCR e a razdo entre a
subunidade pB1 e o GAPDH, obtido por densitometria. Painel C: imunoeletroforese
representativa para subunidade ;1 da guanilato ciclase solluvel e densitometria. Cada
barra representa a média + erro padrdo da média, n = 3. * p < 0,05, em relagédo ao
grupo PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni).
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Ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragd o do ceco

Avaliamos também a o padrédo de expressao da enzima guanilato ciclase nos
animais submtidos ao procedimento de CLP. Diferente do que foi observado no
modelo LPS, ndo houve queda dos niveis protéicos na fase inicial do processo
séptico. Pelo contrario, foi observado um aumento na expressdo da enzima nos

tempos de 24 e 48 horas apés o procedimento de CLP (Figura 16).
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Figura 16. Avaliagdo dos niveis da proteina sGC em pulmdo de ratos
submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do c eco. Doze, 24 ou 48 horas
apos o procedimento cirargico (CLP e falso-operados), os animais foram sacrificados
e o pulméo coletado. Painel A: Imunoeletroforese representativa para subunidade 1
da guanilato ciclase soluvel. Painel B: densitometria. Cada barra representa a média
+ erro padrdo da média, n = 4. * p < 0,05, em relagdo ao grupo PBS (ANOVA de uma
via seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.7 Efeito da inibicdo da enzima guanilato ciclase soli  vel na hiporeatividade a

vasoconstritores em modelos de sepse experimental

Ratos endotoxémicos
Com base nas alteragcdes de atividade e expressdo da enzima
guanilato ciclase observadas apoés a inje¢do de LPS, resolveu-se estudar o efeito do
azul de metileno sobre a hiporeatividade a fenilefrina induzida por LPS em diferentes
tempos. A analise da Figura 4 mostra que a hiporeatividade a fenilefrina em animais
injetados com LPS 2 ou 8 horas antes, € idéntica a dos animais que receberam LPS
24 horas antes, mostrando que o prejuizo na resposta vasoconstritora a fenilefrina
permanece constante, pelo menos nas primeiras 24 horas apoés a injecédo de LPS. O
azul de metileno foi capaz de reverter a perda da resposta a fenilefrina nos animais
injetados com LPS 2 ou 24 horas antes (Figura 17, Painéis A e C), tendo entretanto
falhado completamente em reverter a hiporeatividade nos animais que receberam
LPS 8 horas antes (Figura 17, Painel B). Concordando com dados da literatura
(Paya et al., 1993), o azul de metileno nédo alterou a resposta a vasoconstritores em
animais controle (dados ndo mostrados). Assim, a falha do azul de metileno em
melhorar a resposta da fenilefrina coincide com a perda da resposta vasodilatadora a
doadores de NO (Figura 10), com o prejuizo na producdo de cGMP induzido por
SNP (Figura 11) e com uma reduc¢do nos niveis da proteina guanilato ciclase soluvel

(Figura 15, Painel C).
Portanto, a injegcdo de LPS gera um importante aumento na producao de
oxido nitrico, que por sua vez altera a funcionalidade da enzima guanilato ciclase, e
isto parece determinar a eficiéncia de inibidores da enzima como o azul de metileno

(Figura 17) em reverter a hiporeatividade a fenilefrina.
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Figura 17. Efeito do azul de metileno na hiporeativ  idade a fenilefrina induzida
por LPS . Duas (Painel A), 8 (Painel B) ou 24 horas (Painel C) apds a injecdo de LPS
(12,5 mg/kg, i.p, barras fechadas) ou PBS (barras abertas), os animais foram
preparados para o registro da pressao arterial. Doses crescentes de fenilefrina foram
injetadas e a variacdo na presséao arterial média registrada. Apos a injecdo da ultima
dose de fenilefrina os animais receberam uma injecao de azul de metileno (10 mg/kg
i.v., barras hachuradas) ou PBS. Trinta minutos apés a inje¢cdo de azul de metileno
ou PBS outra curva dose resposta para fenilefrina foi realizada e as variagbes na
pressao arterial novamente registradas. Os resultados representam a média + erro
padrdo da média, n=6. * p < 0,05, em relacdo ao grupo PBS. # p < 0,05, em relacao
ao grupo LPS (ANOVA de duas vias seguida pelo test t de Bonferroni).
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Ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragd o do ceco

Avaliamos também o efeito do azul de metileno sobre a hiporeatividade a
vasoconstritores em diferentes tempos ap6s o procedimento de CLP. O azul de
metileno foi capaz de reverter a hiporeatividade tanto a fenilefrina como a
angiotensina Il em animais submetidos ao CLP 24 ou 48 horas antes (Figura 18,
Painéis B e C). Entretanto, o azul de metileno falhou completamente em reverter a
hiporeativade a estes vasoconstritores em animais submetidos ao CLP 12 horas

antes (Figura 18, Painel A).
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Figura 18. Efeito do azul de metileno na hiporeativ idade a fenilefrina e
angiotensina Il em animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do
ceco. Doze (Painel A), 24 (Painel B) ou 48 horas (Painel C) ap6s o procedimento
cirargico, os animais foram preparados para o registro da presséo arterial. Doses
crescentes de fenilefrina ou angiotensina Il foram injetadas e a variacdo na presséao
arterial média registrada. ApOs a injecado da ultima dose de fenilefrina os animais
receberam uma injecdo de azul de metileno (10 mg/kg i.v., barras hachuradas) ou
PBS. Trinta minutos apos a injecdo de azul de metileno ou PBS outra curva dose
resposta para fenilefrina ou angiotensina foi realizada e as variagbes na presséo
arterial novamente registradas. Os resultados representam a média + erro padrdo da
média, n=6. * p < 0,05, em relacdo ao grupo PBS. # p < 0,05, em relagdo ao grupo
LPS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.8 Efeito da inibicdo da enzima guanilato ciclase sollvel sobre a hipotensao

e taquicardia induzidas em ratos pela cirurgia de |  igadura e perfuracéo do

ceco

Avaliamos o efeito do azul de metileno sobre as alteracbes hemodinamicas
induzidas pelo procedimento de ligadura e perfuracdo do ceco. Como ja mostrado
anteriormente, ap6s o CLP os animais apresentam uma queda progressiva da
pressdo arterial. O azul de metileno foi capaz de normalizar os valores de pressao
arterial média somente no tempo de 48 horas, falhando todavia em reverter a
hipotenséo observada no tempo de 12 e 24 horas ap6s o CLP (Figura 19, Painel A).
O azul de metileno n&o modificou o curso das alteracdes dos valores de frequéncia
cardiaca dos animais submetidos ao CLP em nenhum dos tempos avaliados (Figura
19, Painel B). Em concordancia com outros relatos da literatura (Keaney et al., 1994;
Cheng e Pang, 1998), o azul de metileno n&do alterou a pressao arterial e a

freqliéncia cardiaca de animais controle (dados ndo mostrados).
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Figura 19. Efeito do azul de metileno sobre a press &o arterial média e a
freqUéncia cardiaca de animais submetidos a cirurgi a de ligadura e perfuracao
do ceco. Os animais foram preparados para o registro da presséo arterial média e
freqléncia cardiaca 0, 12, 24 e 48 horas apds o procedimento cirdrgico, conforme
indicado na legenda. Os dados apresentados no grupo controle (barras abertas)
representam os animais falso-operados. Os valores representam a média + erro
padrdo da média de pelo menos 6 experimentos. * p < 0,05, em relacdo ao grupo
controle (barra aberta) (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.9 Efeito da inibigho da enzima guanilato ciclase soluvel sobre a
mortalidade de ratos submetidos a cirurgia de ligad ura e perfuracdo do
ceco

A fim de verificar se o padrdo do efeito do azul de metileno sobre a
hiporeatividade a vasoconstritores poderia ter implicagdes no resultado final do CLP,
avaliamos o efeito desta droga sobre o indice de mortalidade dos animais neste
modelo. Apds o procedimento cirdrgico, os animais foram divididos em trés grupos:
um grupo controle, um grupo que recebeu uma unica injecdo de azul de metileno 8
horas apds a cirurgia e outro grupo que recebeu azul de metileno 20 horas apds a
cirurgia. A mortalidade foi avaliada ao longo de 5 dias. O indice de mortalidade geral
no grupo CLP que recebeu salina foi 25% ao final da analise. Quando o azul de
metileno foi injetado 8 horas apds o CLP a mortalidade dos animais piorou no ponto
de 20 horas. Apesar disso, o valor ao final de 5 dias foi semelhante ao grupo
controle (10%). Por outro lado, os animais que receberam azul de metileno no tempo
de 20 horas ap6s o CLP, a mortalidade final foi de 55%, sendo significativamente

melhor que o controle (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do azul de metileno na sobrevida de ratos submetidos a
cirurgia de perfuracéo e ligadura do ceco (CLP). Os animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico de perfuragéo e ligacdo do ceco (CLP). Apés a cirurgia, 0s
animais foram divididos em trés grupos. Um grupo recebeu azul de metileno (10
mg/kg, s.c.) no tempo de oito horas apés o procedimento cirdrgico. Outro grupo
recebeu azul de metileno (10 mg/kg, s.c.) 20 horas apds a cirurgia. No terceiro
grupo, controle, a metade dos animais recebeu PBS (veiculo) no tempo de 8 horas e
a outra metade no tempo de 20 horas apés o CLP. Como ndo houve diferenga entre
estes dois subgrupos, eles foram agrupados. O grupo falso operado foi submetido a
anestesia e abertura do abdome, mas néo sofreu a ligadura e perfuracao do ceco. A
sobrevida foi avaliada ao longo de 5 dias. (* p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP;
comparados pelo teste log-rank, n = 20).
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Em 1980, Furchgott and Zawadski descreveram um vasodilatador de
musculo liso liberado de células endoteliais em resposta a acetilcolina. Sete anos
mais tarde este fator relaxante derivado do endotélio (EDRF, do inglés endothelial-
derived relaxant factor) foi identificado como sendo o NO (Palmer et al., 1987).
Iniciava-se a saga do NO. Poucos mediadores foram tdo estudados em tdo pouco
tempo. O NO é considerado uma das maiores descobertas cientificas do final do
século XX, e todos os aspectos de sua quimica e biologia vem sendo extensamente
estudados. A importancia das descobertas acerca do NO, aclamado como “a
molécula do ano” em 1992 (Koshland, 1992), rendeu o prémio Nobel de Medicina de
1998 a Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid Murad.

Enquanto a identidade do EDRF permanecia desconhecida, Stuehr e
Marletta (1985) mostraram pela primeira vez, utlizando macrofagos de
camundongos, a producdo de nitrato/nitrito em células de mamiferos in vitro em
resposta ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Estava entdo demonstrada
inequivocamente pela primeira vez a producdo de éxidos de nitrogénio em células
especificas de mamiferos. Imediatamente comecaram a surgir varios trabalhos que
implicavam os éxidos de nitrogénio em diversas funcdes fisiopatologicas. Destaca-se
a demonstracao feita por Hibbs e colegas (1987) de que a L-arginina era substrato
para formacdo de nitrato e nitrito, e que este evento era necessario para
citotoxicidade de macréfagos ativados contra células tumorais.

Em pouco tempo véarios modelos animais e dados clinicos em humanos
forneceram evidéncias de um aumento na produgédo de NO na sepse. Citocinas
associadas com a sepse (IL-1, IL-6, TNF-a, interferon-y, IL-1p) e endotoxinas (como
por exemplo LPS) induzem a expressao da NOS-2, aumentando a produgcédo de NO
(Salvemini et al., 1990; Nathan e Xie, 1994; Liu et al., 1993). A luz da func¢&o do NO
como vasodilatador endégeno e da observacdo do tdnus vascular reduzido apés a
administracdo de endotoxina (LPS) ou citocinas proé-inflamatérias em animais, logo
surgiu a idéia de uma fungdo patogénica para o NO derivado da NOS-2 durante a
sepse. Adicionalmente, animais deficientes de NOS-2 demonstram resisténcia a
hipotensdo e mortalidade induzidas por endotoxina (Gunnett et al., 1998,
MacMicking et al., 1995). Juntos estes dados confirmavam que a expressao da

NOS-2 e a consequente producdo de NO contribuiam para vasodilatagdo excessiva,
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hiporeatividade a vasoconstritores, aumento de permeabilidade vascular e
depresséo cardiaca, sendo todas estas, caracteristicas clinicas de pacientes em
choque séptico.
Uma grande quantidade de mediadores € liberada durante a sepse, cada um
deles com uma funcdo proeminente (Brandtzaeg, 1996; Beishuizen et al., 1999). A
medida que cada um destes mediadores é identificado, eles passam a ser
estudados como potencial alvo terapéutico para sepse. Entretanto poucos
mediadores geraram tanta expectativa no campo da sepse como o NO. Este gas de
estrutura quimica simples, mostrou uma biologia complexa, podendo interagir com
uma grande diversidade de alvos, modulando assim varios sistemas. O NO foi entdo
acusado como grande vildo do quadro de sepse, e a utilizagdo de inibidores da
enzima da NOS parecia uma solugdo milagrosa para reduzir os altos indices de
mortalidade desta doenga. Como consequéncia, em pouco tempo apos a descoberta
do NO, um grande ensaio clinico utilizando L-NMMA (um inibidor ndo seletivo de
NOS) foi realizado em pacientes com sepse. Apesar de alguns estudos iniciais
bastante promissores (Grover, 1999) o trial prospectivo de fase lll, randomizado,
duplo-cego, controlado com placebo foi interrompido devido ao inesperado aumento
na mortalidade dos pacientes tratados (Lopez et al., 2004). Estes dados
polemizaram os estudos acerca do NO e o seu envolvimento na sepse humana.
Atualmente este ensaio clinico tem sido severamente criticado pelo desenho
inadequado do protocolo, que gerou um aumento da toxicidade, provavelmente pela
inibicdo excessiva da NOS-3. Portanto, estes resultados frustrantes mostram
somente que precisamos de um melhor entendimento da funcdo do NO na sepse,
bem como de suas vias de sinalizagdo, antes de nos aventuramos em ensaios
clinicos.
A guanilato ciclase solavel € um dos principais efetores do NO, principalmente
no sistema cardiovascular. A ativagado excessiva desta enzima pelo NO durante a
sepse tem sido mostrada com uma das principais responsaveis pelo colapso
hemodindmico durante o quadro séptico. Assim, principalmente na Ultima década,
varios estudos tém focado a guanilato ciclase como alvo potencial para o
desenvolvimento de novas drogas em patologias onde a alta producdo de NO
apresenta efeitos deletérios (Evgenov e Bjertnas, 2003). Alguns trabalhos em
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animais tém demonstrado que o azul de metileno pode melhorar as condi¢des
hemodinamicas de animais endotoxémicos (Cheng e Pang, 1998; Paya et al., 1993;
Keaney et al., 1994). Em 1992, Schneider e colaboradores demostraram um
aumento na pressao arterial apds inje¢do intravenosa in bolus de azul de metileno
em pacientes com choque séptico. Adicionalmente, nove trabalhos clinicos foram
publicados nos ultimos 10 anos (Schneider et al., 1992; Daemen-Gubbels et al.,
1995; Gachot et al., 1995; Preiser et al., 1995; Andresen et al., 1996; Andresen et
al., 1998; Weingartner et al., 1999; Kirov et al., 2001; Memis et al., 2002), incluindo o
primeiro estudo controlado e randomizado de uma infusdo de curta duragcéo de azul
de metileno em pacientes com choque séptico hiperdinamico (Kirov et al., 2001).
Sumarizando, estes estudos mostram que o azul de metileno pode aumentar a
pressdo arterial, melhorar a funcdo cardiaca, manter o transporte de oxigénio e
reduzir o suporte adrenérgico, trazendo a tona uma antiga droga como nova
possibilidade para tratamento da sepse.

A falta de uma terapia realmente efetiva para o tratamento do choque séptico
tem lancado a industria farmacéutica em uma busca persecutéria por uma nova
droga que atenda a esta necessidade. A cada més aparecem inumeros trabalhos na
literatura com evidéncias de potenciais candidatos para o tratamento da sepse.
Entretanto, até 0 momento praticamente nenhuma destas estratégias resultou em
uma reducédo significante na mortalidade dos pacientes (Riedemann et al., 2003).
Um bom exemplo € o anticorpo anti-TNFa. A injecdo de LPS em ratos gera um
aumento substancial dos nives de TNF-a circulante. Adicionalmente, a infusédo de
TNF-a induz sintomas caracteristicos de sepse (Michie et al., 1988), ao passo que a
imunizagdo passiva com anti-TNF-o teve efeito protetor. Altos nives de TNF-a
também foram achados no soro de humanos apos a injecao intravenosa de LPS
(Michie et al., 1988). Seguiram-se alguns trabalhos confirmando que o bloqueio do
TNF-a protegia camundongos de choque endotéxico letal (Beutler et al., 1985;
Tracey et al.,, 1986; Tracey et al.,, 1987). A despeito de todas estas evidéncias, o
ensaio clinico subsequente falhou em demonstrar a utilidade desta terapia na sepse
humana ou em CLP de camundongos. Portanto, o surgimento de uma “nova”

possibilidade terapéutica para o tratamento do choque séptico, como o azul de
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metileno, deixa evidente que muitas vezes melhor do que buscar novas estratégias é
compreender as que ja estdo disponiveis.

Entretanto, o melhor entendimento da acdo de um farmaco implica
necessariamente no entendimento do alvo de acdo da droga e a falta deste
entendimento pode trazer uma série de prejuizos sociais e econdmicos. Um bom
exemplo disso sdo os inibidores da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2). A industria
farmacéutica investiu consideraveis quantias de dinheiro em uma busca incessante
por drogas que inibissem seletivamente a COX-2, com a certeza que seriam anti-
inflamatorios eficientes e desprovidos de efeitos colaterais. Entretanto, pouco tempo
apos a entrada destas drogas no mercado, veio a decepgdo. Primeiro, esta nova
classe de drogas ndo mostrou melhor acdo anti-inflamatoria entre as drogas que ja
estavam no mercado, e segundo, 0 uso croénico de uma destas drogas (rofecoxib,
Vioxx®) desencadeou sérios problemas cardiovasculares, a ponto de ser retirada do
mercado.

Enquanto isso, “velhos” farmacos como a aspirina, ganham novas utilidades
chegando a receber a denominagéo de substancia “milagrosa” por ser benéfica ndo
apenas na inflamacdo, mas em um numero crescente de condi¢des. Atualmente,
além de ser usado como analgésico, anti-inflamatério e antipirético, a aspirina é
muito utilizada em pacientes com insuficiéncia coronariana, para prevencado de
trombos, devido a sua atividade anti-plaquetaria. Além disso, tem sido apontada
como possibilidade no tratamento de alguns tipos de céancer (ver, por exemplo,
Harris et al., 2005) e ainda ha evidéncias de que a aspirina também reduz o risco da
doenca de Alzheimer (ver Imbimbo, 2004). Em 2002, Amann e Peskar publicaram
uma revisao descrevendo 5 mecanismos para a acao antiinflamatoéria da aspirina, o
que € no minimo curioso, jA que o renomado cientista John R. Vane ganhou o
prémio Nobel em 1982, por elucidar o mecanismo de agédo da aspirina. Isto mostra
novamente, que muitas vezes, tdo importante quanto descobrir novos farmacos é
compreender melhor as que ja temos. A medicina moderna pode ainda se beneficiar
muito utilizando “velhos” farmacos para novas indicacdes.

Portanto, baseado em experiéncias prévias fica evidente a necessidade de
uma avaliacdo mais detalhada de drogas como o azul de metileno, o que implica em

um estudo em paralelo do seu principal alvo, a enzima guanilato ciclase. Assim
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avaliamos o envolvimento desta enzima nas alteragbes cardiovasculares durante a
sepse, bem como o seu padréao de funcionalidade durante este processo.

A alta producdo de NO pela NOS-2 apés a injecdo de LPS é claramente
observada através da mensuracdo dos niveis plasmaticos dos metabdlitos estaveis
do NO (nitrato/nitrito; NOXx; Figura 3). A administragdo de toxinas exdgenas (como
LPS ou zymosan) é um modelo amplamente utilizado pela comunidade cientifica
para estudar os efeitos consequentes da expressdo da NOS-2 (Buras et al., 2005). A
injecdo de LPS, além de gerar um importante aumento na produgcdo de NO, causa
uma reducao na resposta a fenilefrina (Figura 4), reproduzindo em animais algumas
caracteristicas clinicas do choque séptico. A andlise da Figura 4 mostra que a
hiporeatividade a fenilefrina j& € evidente a partir de 2 horas, e permanece constante
por pelo menos 24 horas.

E importante chamar a atencdo que os altos niveis de nitrato/nitrito, n&o
necessariamente indicam a presenca de altos nivies de NOS-2 produzindo NO
ativamente. Diversos autores ja investigaram em varios tecidos, o decurso do
aparecimento da NOS-2 ap6s a administracdo de uma Unica dose de LPS (Knowles
et al., 1990; Salter et al., 1991; Cunha et al., 1994; Ress et al., 1995). Todos estes
estudos demostram que a atividade da NOS-2 atinge seu pico, invariavelmente,
entre a 42 e 82 hora ap0s o LPS, atingindo valores muitos baixos na 242 hora de
endotoxemia. Através de imunoeletroforese, nosso laboratério demonstrou que ha
uma grande quantidade de enzima NOS-2 na aorta de ratos 8 horas apls a
administracdo de LPS. Por outro lado, na 242 hora de endotoxemia, detectamos
apenas uma pequena quantidade de NOS-2 na aorta dos animais (Silva-Santos et
al., 2002). Assim os altos niveis de nitrato/nitrito observados nos tempos mais tardios
devem ser interpretados com cuidado, ndo sendo tomados com indice de producao
ativa de NO.

Uma vez que o NO reage facilmente com tidis intracelulares, formando os S-
nitrosotidis (para revisao ver Butler e Rhodes, 1997 ou Hogg, 2002), é possivel que a
grande quantidade de NO produzida pela NOS-2 durante as primeiras horas de
endotoxemia, interaja com tidis endégenos (como a glutationa) formando estoques
intracelulares de nitrosotidis. Em periodos posteriores (como na 242 hora apés a
injecédo de LPS), quando nao existe uma alta producao de NO (a julgar pela pequena
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guantidade de NOS-2 encontrada na aorta), o NO pode ser liberado desses
nitrosotiois.

Mais recentemente, alguns trabalhos tém mostrado que o nitrato ndo é um
metabodlito tdo estavel como se imaginava, podendo ser convertido em NO
novamente. Varias vias distintas tém sido implicadas neste processo de reciclagem.
Interessantemente todas estas reagcdes sdo enormemente acentuadas em condi¢des
de hipoxia. Portanto, durante a sepse, uma condicdo invariavelmente associada a
uma ma perfusdo tecidual, este processo de reciclagem de NO pode ser
fundamental para a manutencédo dos efeitos do NO, mesmo na auséncia de altos
niveis da enzima NOS-2 (para revisao ver Lundberg e Weitzberg, 2005).

Uma explicacdo, adicional € que devido a disfung&o renal que ocorre nestes
modelos de sepse (Buras et al., 2005), os metabdlitos do NO (nitrato e nitrito) ndo
séo excretados e dessa maneira, acumulam no sangue.

Outro ponto importante é que a hiporeatividade a fenilefrina é evidente j& em
2 horas ap0s a inje¢do de LPS, momento que os niveis de nitrato/nitrito ainda sao
idénticos ao controle (comparar figuras 3 e 4). Entretanto trabalhos prévios
demonstraram que 0 prejuizo na resposta a vasoconstritores ocorre 60 minutos apos
a injecdo de LPS em ratos anestesiados, enquanto que 0 aumento na expressao da
NOS-2 s6 pode ser detectado a partir de 4 horas apés a injecdo de LPS (Julou-
Schaeffer et al., 1990; Szabo et al., 1993). Este efeito parece estar associado ao NO
originado das enzimas constitutivas (Szabo et al., 1993).

Muitos agentes terapéuticos que foram efetivos contra sepse em animais
falharam em demonstrar beneficios similares em humanos (Riedemann, 2003).
Varias razbes podem ser apontadas para esta falha: i) a falta de definicdo clara do
estagio do paciente para obter-se uma amostra homogénea no estudo; ii)
heterogeneidade das populacbes estudadas em relacdo a idade, raca e co-
morbidades; e iii) a aplicagdo de uma terapia baseada em observacdes incorretas ou
incompletas em modelos animais de sepse.

O modelo de injecdo de LPS é altamente reprodutivel, permitindo administrar
com precisdo a mesma carga de toxina em todos os animais, sendo uma ferramenta
pratica para estudar alguns parametros inflamatérios. Entretanto, embora reproduza

algumas caracteristicas da sepse humana, como a hiporeatividade a
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vasoconstritores e o aumento da producéo de NO, a injecdo de LPS é muito distante
da condicdo observada na clinica. A injecdo em bolus de LPS resulta em aumento
rapido e transitorio nos niveis de citocinas circulantes. E importante notar que a
sepse clinica difere desta resposta por apresentar uma elevagdo prolongada de
citocinas circulantes, cujas concentragfes sdo varias ordens de magnitude abaixo
dos modelos de endotoxina. Além disso, e talvez mais importante, a injecdo de LPS
nao representa um processo infeccioso (Remick et al., 2000; Freise et al., 2001,
Esmon, 2004; Buras et al., 2005).

Em decorréncia destas limitacdes, a técnica de CLP tem ganhado
popularidade por sua similaridade com a progressdo da sepse humana.
Notavelmente o perfil de citocinas obervado no modelo de CLP é semelhante ao
obervado em pacientes, recriando as fases hemodinamicas e metabdlicas
observadas na pratica clinica (Remick et al., 2000). O modelo de CLP é considerado
padrdo de ouro na pesquisa de sepse, e mimetiza uma ruptura do apéndice ou
perfuracdo intestinal. A técnica envolve uma laporotomia, exteriorizacdo do ceco,
ligacdo e perfuracdo da valvula ileo-cecal. Desta maneira, este procedimento cria
uma perfuragdo intestinal com extravazamento do contetudo cecal no peritdnio,
gerando uma infeccdo com microbiota diversa (para detalhes ver Buras et al., 2005;
revisdo muito interessante em que o0s autores discutem as vantagens e
desvantagens de diferentes modelos de sepse).

Como evidenciado por diversos autores, o0 modelo de CLP empregado neste
trabalho mostrou um indice de mortalidade que variou de acordo com o nimero de
furos. Como a mortalidade nos animais que sofreram 5 furos foi de apenas 30%, o
que tornaria dificil a visualizacdo de manobras que levassem a possivel reducéo
deste valor, optamos por focar os experimentos com CLP 20 furos.

O desenvolvimento da sepse humana é dividido em duas fases
hemodinamicas distintas: a primeira fase (inicial) é conhecida como fase
hiperdinamica. Esta fase é caracterizada por uma baixa resisténcia periférica e
aumento no deébito cardiaco (Parker e Parrillo, 1983; Groeneveld et al., 1986).
Durante a progressao da sepse o débito cardiaco cai e os valores de resisténcia
vascular periférica permanecem baixos. A combinacdo de baixo débito cardiaco e

diminuicdo da resisténcia vascular periférica bem como hiporeatividade a
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vasoconstritores sdo caracteristicas de choque séptico, e definem a segunda fase
(tardia), conhecida como hipodinamica da sepse (Abraham et al., 1983).

Embora ndo tenhamos avaliado o débito cardiaco, mas somente os valores
de frequéncia cardiaca, o modelo de CLP de 20 furos apresentou caracteristicas
hemodinamicas muito similares as descritas no paragrafo anterior. Portanto, ocorre
uma hipotensédo progressiva e hiporeatividade a vasoconstritores (fenilefrina e
angiotensina II), que foi constante durante todo o tempo de andlise (Figura 7). Além
disso, fica evidente um aumento da freqliéncia cardiaca nos tempos iniciais do CLP
(Figura 5). Ainda mais interessante, em paralelo a estes eventos ocorre um
expressivo aumento nos niveis de NOx, indicando uma elevada producdo de NO
(Figura 6). Estes eventos se assemelham as condi¢gbes humanas, e confirmam que
este modelo é confiavel, relevante e de boa aplicabilidade para estudo da sepse.

Um ponto importante € que a hiporeatividade a vasoconstritores foi
observada tanto para fenilefrina como angiontensina Il, compostos que atuam em
diferentes receptores, mostrando que este efeito € amplo e ndo parece se restringir a
uma simples falha de ativacdo de um receptor especifico.

No presente estudo a injecdo de LPS n&o causou queda na presséao arterial
dos ratos. Nao temos uma boa explicacéo para este fato, mas outros grupos também
tém falhado em demonstrar uma queda significativa na presséo arterial de ratos
Wistar ap6s a injecdo de doses similares de LPS (15 mg/kg), embora tenham
documentado um aumento na expressdo da NOS-2, produdugédo de NO e TNF-a
circulante (Lee et al., 2001; Yamaguchi et al., 2006). Os autores implicam a linhagem
Wistar como responsavel por esta resisténcia. De fato, a sensibilidade de diferentes
linhagens de ratos ao LPS varia enormemente (Fink e Heard, 1990), sendo algumas
linhagens bastante resistentes aos sintomas de toxicidade do LPS (Lee et al., 2001).

Os animais falso operados mostram um aumento de temperatura corporal,
mostrando que, embora ndo ocorra uma producdo de NO nem alteragGes
cardiovasculares, estes animais apresentam uma resposta inflamatéria induzida pelo
procedimento. De maneira interessante, os animais CLP 20 furos n&o apresentaram
um aumento de temperatura na mesma magnitude dos animais falso-operados ou 5
furos (Figura 2). Talvez isto decorra de prejuizo na liberagdo, ou resposta aos

mediadores responsaveis pela hipertermia, ou mais provavelmente, este efeito &
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consequéncia do colapso cardiovascular. A analise das Figuras 2 e 5 mostra que os
valores de temperatura corporal tornam-se mais baixos na medida que a hipotensao
torna-se mais severa. Portanto, os animais submetidos ao CLP 20 furos néao
apresentam um quadro de hipertermia, provavelmente por apresentarem uma maior
troca de calor com o0 meio ambiente, e este efeito deve ser consequéncia
principalmente da vasodilatacdo excessiva. Estes dados tornam-se interessantes a
luz de observacdes de que 13 a 25% dos pacientes com sepse apresentam
hipotermia e isto foi associado com aumento da mortalidade (Arons set al., 1999;
Bernard et al., 1997; Peres-Bota et al., 2004). Além de sugerir um grave colapso
cardiovascular, varios autores tém mostrado que a hipotermia reduz a resposta
imune e aumenta a incidéncia de complicacdes relacionadas a infeccdo (Russwurm
et al., 2002). Mais ainda, o0 aumento de temperatura corporal é importante para
induzir a expressao de heat shock proteins, que por sua vez previnem algumas
disfuncdes durante a sepse. Villar e colaboradores, por exemplo, mostraram que o
pré-tratamento térmico (15 minutos a 41°C 18 h antes do CLP) reduz o dano
pulmonar e a taxa de mortalidade, um efeito que parece estar relacionado com
aumento da expressao da HSP-70 (Ribeiro et al., 1994).

Estudos em humanos ainda néo definiram se a febre durante a sepse deve
ou nao ser controlada (Poblete et al., 1997; Gozzoli et al., 2001). Entretanto os
dados obtidos até agora mostram a forte relacdo entre resposta inflamatoria,
processo infeccioso, alteragcdes cardiovasculares, temperatura corporal e o
prognéstico da doenca, tornando fundamental a compreensdo da relacdo destes
processos.

Estando caracterizados alguns parametros do modelo experimental de
choque séptico, voltamos a atencdo para o padrdo de funcionalidade da enzima
guanilato ciclase soltvel durante o transcurso deste modelo.

A utilizacdo de um inibidor da enzima NOS bloqueou a producéo de NO e
cGMP apés a injecao de LPS. Mais ainda, foi capaz de impedir o estabelecimento da
hiporeatividade a fenilefrina. Portanto, estes dados corroboram vérios trabalhos na
literatura que mostram uma clara relacdo entre NO, guanilato ciclase e
hiporeatividade a vasoconstritores na sepse (Fleming et al.,1991; Paya et al., 1993;
Keaney et al., 1994; Silva-Santos et al., 2002).
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Recentemente foi demonstrado pelo grupo da Dra. Salvemini, que a producao
de superéxido que acontece na resposta inflamatéria pode oxidar as catecolaminas
endogenas (adrenalina e noradrenalina) destruindo sua atividade bioldgica,
resultando assim em prejuizo na resposta vasoconstritora (Macarthur et al., 2000).
Entretanto, esta ndo parece ser uma boa explicacdo para a hiporeatividade
observada nos nossos experimentos, uma vez que a fenilefrina, uma catecolamina
cujo grupamento metila adicional em relacdo a noradrenalina confere certa
resisténcia aos processos de oxidagdo, também apresenta prejuizo na resposta
vasoconstritora. Mais ainda, a angiotensina Il, um peptideo cuja resposta ndo é
afetada pelo stress oxidativo, também tem a resposta reduzida (Figura 7).

Diante de evidéncias mostrando a relagcdo entre producdo de niveis altos de
NO, ativacdo da guanilato ciclase e colapso cardiovascular, muitos grupos tem
estudado a interacao entre estes fatores. Assim, surgiram trabalhos mostrando que a
exposicdo de anéis de artéria coronaria bovina ou aorta de rato ou de células
musculares lisas em cultura ao NO exdgeno gerava um prejuizo na resposta
vasodilatadora e na produgéo de cGMP (Henry et al., 1989; Papapetropoulos et al.,
1996). Na sequéncia, alguns grupos mostraram que a exposicao de tecidos
vasculares ou células de musculo liso vascular a citocinas ou endotoxinas também
diminuia a resposta vasodilatadora, bem como a produgcédo de cGMP, induzidas por
doadores de NO (De Kimpe et al., 1994; Tsuchida et al., 1994; Scott e Nakayama,
1998b; Takata et al.,, 2001). Estes resultados corroboram os trabalhos anteriores
com doadores de NO, e ainda mostram que a producdo enddgena de NO pode
modular negativamente a atividade da sGC.

Diante deste cenario resolvemos entdo avaliar o estado funcional da enzima
guanilato ciclase em uma condi¢éo in vivo de alta producdo de NO, como a que
acontece no choque endotéxico. Como pode ser visto na Figura 10, no tempo de 8
horas ap0s a injecdo de LPS ocorre prejuizo de aproximadamente 50% na resposta
vasodilatadora de doadores de NO. Por outro lado, quando o LPS foi injetado 2 ou
24 horas antes, a resposta vasodilatadora foi similar ao controle. A resposta reduzida
ao trinitrato de glicerila (GTN) no tempo de 8 horas ndo pode ser atribuida a um
problema de metabolizacdo deste composto, uma vez que o nitroprussiato de sodio
e o0 SNAP, que liberam NO ndo enzimaticamente mostram o mesmo padrdo de
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resposta. O achado de que a resposta vasodilatadora causada por altas
concentragfes de GTN ou SNAP (100 nmol/kg) foi similar em ratos controles e em
ratos injetados com LPS 8 horas antes, sugere de que, em altas concentracdes, o
NO pode atingir outros alvos além da guanilato ciclase. Existem trabalhos, por
exemplo, mostrando que o NO pode abrir canais de potassio através da nitrosilacao
de grupamentos sulfidrilas presentes em residuos de cisteina destes canais
(Bolotina et al., 1994, ver esquema 6), com decorrente hiperpolarizagdo e
relaxamento vascular (Thirstrup e Nielsen-Kudsk, 1992; Ishibashi et al., 1995;
Bolotina et al, 1994). De qualquer forma, demonstramos, pela primeira vez em um
modelo in vivo, que apds a injecdo de LPS ocorre um prejuizo temporario na
resposta vasodilatadora a doadores de NO.

Este dado foi confirmado pelo achado de que o nitroprussiato de sédio é
capaz de induzir um aumento de até 20 vezes na producdo de cGMP em tecidos de
animais controle ou tratados 24 h antes com LPS, mas falha em aumentar os niveis
de cGMP em animais tratados com LPS 8 horas antes (Figura 11). O aumento na
degradacgao de cGMP, em tecidos de animais tratados com LPS devido a uma maior
atividade de fosfodiesterases, ndo € uma boa explicacdo para a falha do SNP em
estimular a guanilato ciclase, uma vez que os experimentos foram realizados na
presenca de um inibidor de fosfodiesterases (IBMX).

Concordando com os dados obtidos em ratos endotoxémicos, 0s animais
submetidos ao CLP também demostraram uma menor resposta vasodilatadora ao
nitroprussiato de sédio somente nos tempos iniciais do processo (12 horas apés o
CLP), novamente sugerindo um prejuizo na resposta da guanilato ciclase neste
periodo (Figura 12). A avaliagdo da producdo de cGMP pela guanilato ciclase apos
estimulo com SNP em tecidos retirados de animais CLP confirma esta hipotese
(Figura 13).

O mecanismo exato de inibicdo da enzima sGC ainda ndo é claro, mas os
trabalhos citados anteriormente, bem como o fato de o prejuizo na resposta da
guanilato ciclase ser coincidente com o pico de expressdo da enzima NOS-2 (Silva-
Santos et al., 2002) e com a producdo de NO (Figura 3) sugere que a producgéo de
niveis elevados de NO ap0s a injecao de LPS seja responsavel por este efeito. Esta
idéia é corroborada pelo fato de que o L-NAME previne tanto a perda da resposta
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vasodilatadora, como a redu¢do na producdo de cGMP apdés estimulo com SNP
(Figura 14).

Embora o L-NAME seja um inibidor ndo-seletivo das NOS, ele é bastante
especifico. Assim uma potencial reducdo nos niveis do substrato da enzima
guanilato ciclase, causada pelo LPS, também ndo é uma boa explicacao para estes
resultados, uma vez que o L-NAME, que inibe apenas as NOS, restaurou a resposta
da enzima.

De forma muito intrigante, dados do nosso laboratério mostram que apés a
injecdo de LPS ou a cirurgia de CLP, ocorre uma potencializacdo na resposta
vasodilatadora da bradicinina (Silva-Santos et al, 2002). Este efeito ocorre inclusive
em momentos em que ha prejuizo na funcionalidade da enzima guanilato ciclase
com conseqiiente reducdo na resposta vasodilatadora a doadores de NO. E ainda
mais interessante o fato de que tanto a potencializagdo da resposta da bradicinina
como a reducao da resposta a doadores de NO, dependem da producao excessiva
de NO, uma vez que ambos os efeitos podem ser previnidos pelo tratamento com
inibidores da NOS. Assim, se por um lado o excesso de NO durante a sepse gera
um prejuizo na funcionalidade da guanilato ciclase, por outro, potencializa a resposta
da bradicinina. Em conjunto, estes dados podem explicar a manutengédo de uma
baixa pressao arterial durante todo o periodo de sepse, mesmo na vigéncia de um
prejuizo na resposta da guanilato ciclase. A hiperreatividade a bradicinina parece ser
mediada pela abertura de canais de potassio. Mais ainda, estes dados mostram que
embora o resultado final seja a hipotensdo, os mecanismos envolvidos neste
processo variam no transcorrer da sepse.

A quimica do NO é bastante complexa, entretanto sua compreensado é
fundamental para endenter seus efeitos. Para decifrar um pouco desta complexidade
e enorme gama de efeitos do NO é importante realgar que suas a¢des nos sistemas
biol6gicos sado dependentes de sua concentragcdo, de diferentes taxas de producao

(Esquema 6), bem como do seu estado redox (Esquema 7).
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CONCENTRACAO DE OXIDO NITRICO

Canais de K*

Esquema 6. Concentracdo de NO e ativacdo de diferentes vias de sinalizacao
intracelular. (Modificado de McAndrew et al., 1997).

Dentre as trés formas redox de NO (NO", NO*, NO"), somente a forma NO* é
ativador efetivo da guanilato ciclase soluvel (Dierks e Burstyn, 1996). A ativacédo da
enzima pelo NO envolve uma ligagdo com o grupamento heme da enzima, o que
gera um aumento em torno de 200 vezes na atividade da enzima (Stone e Marletta,
1994, Humbert et al., 1990).
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Outra forma de reacdo do NO com alvos moleculares diz respeito a ligacao
do NO" com grupamento tiol para formar S-nitrosotidis (R-SNO) (Stamler, 1994).
Esta nitrosacdo do grupamento tiol, mais conhecida como “S-nitrosilacéo”, pode
causar modificacdo poés-transducional para modular a funcdo de proteinas (Hess et
al., 2005) de maneira independente da via sGC-cGMP.

cGMP Proteina quinase

Fosfodiesterases

GC Canais ionicos
GTP

L-Arginina ——— NO* NO*(R-SNO) Canais de K*

Hemoglobina

Enzimas

COX
NO- Caspase

Proteinas G

Proteina quinase

Esquema 7 . Alvos do 6xido nitrico (Modificado de Broillet, 1999).

A ligacdo de NO a estes grupamentos tidis em geral exige concentracdes de
NO mais elevadas do que aquelas necesséarias para ativar a sGC (Esquema 6).
Portanto, em condi¢cdes de elevada producdo de NO, como as que acontecem
durante um quadro clinico de sepse e que podem facilmente ser reproduzidas em
modelos animais (Figuras 3 e 6), a nitrosilagdo de proteinas pode representar um
papel muito importante. Alguns trabalhos mostram que a expressdao da NOS-2
coincide com o aumento da nitrosilacdo de proteinas (Eu et al., 2000; Marshall e
Stamler, 2002), o que sugere que o NO, adicionalmente a ligacdo ao grupamento
heme, pode modular a atividade da guanilato ciclase através de nitrosilagdo de
grupamentos tidis da enzima. Tseng e colaboradores (2000), por exemplo,
demonstraram que o NO pode ativar a guanilato ciclase solUvel através da ligacdo a
grupamentos tidis presentes em residuos de cisteina, os quais sdo totalmente

independentes do grupamento heme (Tseng et al., 2000).
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Mais interessante ainda € que no inicio da década de 80, alguns trabalhos ja
apontavam a importancia de grupamentos sulfidrilas na modulacdo da atividade da
guanilato ciclase (Brandwein et al., 1981; Braughler, 1983). Braughler propds um
modelo hipotético interessante, onde existem duas classes de grupamentos
sulfidrila. Uma classe, chamada de -SH”, estaria envolvida na ativacdo da guanilato
ciclase pelo NO, bem como outros agentes oxidantes (Hidaka e Asano, 1977; Graff
et al., 1978; DeRubertis e Craven, 1977). A segunda classe de grupamentos
sulfidrila, chamada de -SH®, seria importante para a manutencéo da atividade da
enzima, e a oxidacdo destas sulfidrilas por uma exposicdo excessiva ao NO
resultaria em uma inativagdo da guanilato ciclase. E interessante perceber que este
modelo € anterior & demonstracdo da producdo endogena de NO (Palmer et al.,
1987), portanto, esta proposta nao despertou interesse imediato. Atualmente, a
importancia da producdo enddgena de NO é notéria, e as consequéncias da
producdo de altos niveis de NO em patologias como a sepse sdo amplamente
estudadas.

Basal Ativa
SHA SA-
( 1 5 (
“n
SHB8 SHB
2 2
N7

SH ou SA-

SB.
Inativa

Esquema 8. Modelo proposto por Braughler para o env  olvimento de
grupamentos sulfidrila na atividade da guanilato ci clase. A conversao pelo NO
do estado basal para o ativado, envolve a oxidagcdo de grupamentos sulfidrilas
designados -SH” (1). A reversdo do processo é alcancada pela reducéo do -S*- . A
inativacdo da enzima basal ou ativa (2) envolve a oxidacdo de grupamentos
sulfidrilas designadas -SH®. A conversdo do estado inativo para o basal pode
acontecer pela reducdio dos grupamentos -S°-. (modificado de Braughler, 1983).
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Entretanto, apesar de muito atraente, a idéia de que o proprio ativador
endbégeno da guanilato ciclase (o NO) estaria inibindo a atividade da enzima quando
presente em altas concentra¢gfes, ndo é a Unica boa explicacdo para o prejuizo da
resposta da guanilato ciclase. Se de um lado existem fortes evidéncias mostrando
gue o NO pode se ligar diretamente a grupamentos sulfidrilas de proteinas, de outro
existem uma série de trabalhos na literatura mostrando que o NO pode modular
varios fatores de transcri¢cdo e assim a expressao de diversas proteinas (Pfeilschifter
et al.,2001). Ha inclusive varios relatos mostrando que o NO pode modular a
expressao da enzima guanilato ciclase.

A literatura tem documentado vérias condi¢des em que acontece reducdo na
expressdo da guanilato ciclase soltuvel. Por exemplo, foi demonstrado que o pré-
tratamento de células de medula 6ssea de rato com doadores de NO pode reduzir o
MRNA da subunidade o, e 1 (Ujiie et al., 1994). Esta foi a primeira evidéncia que o
préprio NO poderia dessensibilizar esta via de sinalizacdo através da redugcdo dos
niveis da sGC. Adicionalmente, Filippov e colaboradores demostraram em 1997 que
a exposicdo de células musculares lisas de artéria pulmonar de ratos (RPASMC) a
doadores de NO, diminui os niveis de mMRNA da subunidade o, e B; da guanilato
ciclase soluvel, com consequente reducéo de proteina. Este efeito € inibido quando
a atividade da sGC foi blogueada pelo ODQ, sugerindo que o acimulo de cGMP é
necessario para este efeito. Mais ainda, a actinomicina D (um inibidor de RNA
polimerase) ou cicloheximide (um inibidor de sintese protéica) impediram a inibicdo
da expressdo da guanilato ciclase induzida pelo NO, sugerindo que o NO afeta o
MmRNA da guanilato ciclase via mecanismos dependentes de transcricdo protéica
(Filippov et al., 1997). Um ano mais tarde, Scott e Nakayama (1998a) publicaram um
trabalho corroborando estes dados, mostrando que a incubacdo destas células
(RPASMC) com SNAP reduz os niveis de mRNA para a subunidade o,. Ainda neste
mesmo ano, estes mesmos autores mostraram que a estimulacdo de RPASMC com
LPS, o que gera um aumento na producdo de NO, leva a uma diminui¢cdo dos niveis
de mRNA e dos niveis protéicos da subunidade «; da guanilato ciclase.
Adicionalmente, eles mostraram que a utilizagdo de um inibidor da NOS impede a
reducéo da expressao da sGC (Scott e Nakayama, 1998Db).
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Mais recentemente foi demonstrado que a incubacdo de RPASMC com
interleucina-13 e TNF-o também leva a uma diminuicdo da expressdo das
subunidades oy e B;. O mais interessante é que este efeito ndo foi completamente
abolido quando a producdo de NO foi inibida, e a utilizacdo do mesmo tipo celular
retirada de um animal knockout para NOS-2, ainda apresenta inibicdo da expressao
da guanilato ciclase soltvel (Takata et al., 2001). Portanto, alguma outra via além da
via NO-cGMP, pode ter um importante papel na regulacéo da expressao da sGC.

Portanto, varios dados na literatura sugerem que o NO pode diminuir a
expressao da enzima guanilato ciclase. Assim a compreensédo desta dindmica da
regulacdo da expressdo da guanilato ciclase durante situacbes de producéo
excessiva de NO, como a que acontece na sepse, pode ser fundamental para
compreensao destas patologias e futura intervencgao terapéutica. Mais ainda, estes
dados apontam que o prejuizo na producédo de cGMP induzido por NO 8 horas ap6s
a injecdo de LPS (Figura 11) pode ser uma consequéncia da reducdo dos niveis
protéicos da enzima.

Diferente do que foi previamente demonstrado em cultura de células onde a
exposicdo ao NO (enddgeno ou exdgeno) diminui os niveis do mRNA para as
subunidades da sGC (Filippov et al., 1997; Scott e Nakayama, 1998a; Scott e
Nakayama, 1998b; Takata et al., 2001), observamos um aumento nos niveis de
MRNA para a subunidade ; 8 horas apés a injecdo de LPS em ratos. Em tempos
mais tardios (24 ap6s o LPS), tanto o mRNA para subunidade o, como para B; estdo
substancialmente elevados (Figura 15, Painéis A e B). Ndo h4 uma clara explicacao
para esta discrepancia, mas isto pode acontecer em virtude dos eventos mais
complexos que ocorrem em um modelo in vivo. Apesar disso, observamos uma
reducdo nos niveis da subunidade ; no tempo de 8 horas apos a inje¢do de LPS
(Figura 15, Painel C). Embora este dado seja compativel com as observacdes em
cultura de células ou tecido isolado (Filippov et al., 1997; Scott e Nakayama, 1998b;
Takata et al., 2001), é dificil conciliar os niveis de proteina com o padrdao de mRNA
observados neste tempo. Esta discrepéncia reforca que os niveis de mRNA muitas
vezes ndo podem ser tomados como indicadores diretos dos niveis de proteina, ou
ainda, uma explicacdo alternativa, é que tenha ocorrido uma redug&@o nos niveis de

MRNA para a(s) subunidade(s) da guanilato ciclase em tempos bem precoces a
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injecdo de LPS (2 a 4 horas), mas como a andlise foi feita somente em 8 horas, a
visualizagcdo do efeito foi perdida. Os niveis normais de proteina encontrados 24
horas apés a injecao de LPS, talvez reflitam os altos niveis de mRNA encontrados
nos animais endotoxémicos. Mais ainda, sugerem que a retomada de resposta da
guanilato ciclase no tempo de 24 é, pelo menos em parte, resultado da sua sintese.

De qualquer forma, diante do fato demonstrado na Figura 15, onde nao
ocorre reducdo dos niveis de mRNA para as subunidades da guanilato ciclase, o
motivo para reducdo dos niveis protéicos da guanilato ciclase podem incluir dois
mecanismos: um prejuizo no processo de translagdo ou um aumento na taxa de
degradacdo da proteina. Para a primeira possibilidade ndo ha uma clara evidéncia
na literatura corroborando esta hipotese. Para o segundo mecanismo, foi
demonstrado recentemente que a guanilato ciclase soluvel pode estar associada
com a HSP-90 e este heterocomplexo parece ser importante para a estabilidade da
enzima (Papapetropoulos et al., 2005). Assim, condi¢cdes que levem a ruptura deste
complexo poderédo favorecer a ubiquitinacdo e degradacgéo proteolitica da guanilato
ciclase. Portanto, supondo que a injecdo de LPS de alguma maneira promova a
ruptura deste complexo proteico, esta passa ser uma hipbétese bastante plausivel
para a reducdo da proteina guanilato ciclase, sem reducdo dos niveis de mRNA
(Esquema 9).

Proteassoma
Esquema 9. Interacdo da guanilato ciclase soluvel com a HSP-90. (adaptado de
Papapetropoulos et al., 2005).
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Assim a reducgdo nos niveis de proteina observada 8 horas apos a injegéo
de LPS, deve contribuir para redugcdo na vasodilatacao (Figura 10) bem como na
producdo de cGMP induzida por SNP (Figura 11), j& que estes eventos sao
interligados e coincidentes temporalmente (comparar as Figuras 10, 11 e 15). A
Figura 14 indubitavelmente demonstra que o NO é responséavel pela reducdo na
funcionalidade da enzima guanilato ciclase soluvel. Este dado, tomado em conjunto
com os trabalhos publicados na literatura, permite sugerir que o excesso de NO apos
a injecao de LPS, é responsével pela reducéo dos niveis desta enzima. Entretanto, a
reducdo nos niveis protéicos ndo € capaz de explicar sozinha o acentuado prejuizo
no acumulo de cGMP observado apés a estimulacdo com nitroprussiato de sodio
(ver Figura 11). Assim, € provavel que o excesso de NO produzido apés a injecao de
LPS também esteja inibindo a enzima diretamente, concordando com o modelo
proposto por Braughler em 1983 (Esquema 8).

De maneira muito intrigante, ndo ocorreu uma redu¢&do nos niveis da enzima
guanilato ciclase soluvel no modelo de CLP. Estes dados sugerem que 0 prejuizo na
funcionalidade da enzima neste modelo seja consequéncia exclusiva da inibicdo da
atividade enzimatica e ndo dos niveis proteicos da enzima. Estes dados, embora
diferentes do modelo de LPS, concordam com trabalhos na literatura que mostram
que a exposicao de células em cultura a doadores de NO reduz a expressao e
também a atividade da enzima (Scott e Nakayama, 1998a; Takada et al., 2001).
Portanto, de maneira mais abrangente, estes dois mecanismos podem participar
conjuntamente para o prejuizo na funcionalidade da enzima guanilato ciclase.

A injecdo de LPS, principalmente nas doses utilizadas neste estudo, é uma
agressao bastante vigorosa, levando a uma producéao e liberacdo intensa e em curto
periodo de tempo de uma série de mediadores inflamatdrios, inclusive o préprio NO
(como discutido anteriormente). Talvez esta “tempestade” inflamatéria, com
modulacdo intensa de uma série de fatores de transcricdo, seja responsavel pela
reducdo na expressao da enzima guanilato ciclase solavel. Assim, pode ser que no
modelo CLP, onde a liberacdo de mediadores inflamatérios acontece de modo mais
lento e progressivo, ndo haja reducdo na expressédo da enzima, ou ainda, que esta

reducdo seja muito sutil. Neste contexto é importante chamar a atencdo que a



Discussdo 83

técnica de imunoeletroforese € semi-quantitativa, e pequenas variagées nos niveis
protéicos podem ter sido perdidos durante o procedimento.

Apesar dos niveis protéicos da guanilato ciclase terem permanecido
constantes na fase inicial do CLP, ocorreu um aumento significativo na expressao da
enzima em tempos mais tardios. Mais ainda, de maneira muito interessante, a
retomada de resposta da enzima guanilato ciclase soltvel (Figura 13) foi coincidente
com aumento do conteddo proteico da enzima, mostrando que a sintese de novo da
proteina € fundamental para retomada da sua atividade. Mais ainda, o0 aumento da
guantidade da enzima ndo ocorreu paralelamente a um aumento significativo na
funcionalidade (comparar Figuras 13 e 16), sugerindo que uma parcela da enzima
ainda permanece inibida. Assim, estes dados sugerem que a inibicdo da enzima
pelo NO é irreversivel, sendo necessario a sintese de novas moléculas proteicas
para uma retomada da resposta funcional.

A escolha da subunidade 31 para monitorar os niveis da enzima foi baseada
em trabalhos prévios que mostram, em cultura de células, que esta subunidade
parece ser mais rapida e robustamente regulada por estimulos inflamatérios (Takada
et al., 2001). Adicionalmente, como a subunidade 1 € um parceiro obrigatdrio na
atividade do heterodimero guanilato ciclase e contém o maior dominio de ligacdo ao
grupamento heme, reducdes nos niveis da subunidade B1 é suficiente para explicar
uma reducéo na atividade da enzima guanilato ciclase (Hobbs, 1997).

Tomadas em conjunto com os dados da literatura, estas informacdes
permitem propor um novo modelo. Assim, o NO pode ativar a guanilato ciclase
através da ligacdo com grupamento heme, ou talvez até mesmo através de ligacdes
em grupamentos sulfidrila (SH”, Braughler, 1983; Tseng et al., 2000). Entretanto,
altas concentracbes de NO, como aquelas produzidas pela NOS-2, podem atingir
sulfidrilas criticas (SH®) inibindo assim a enzima. Mais ainda, a exposic¢do cronica ao
NO pode alterar os niveis de mRNA para as subunidades oy e Bi, alterando a
expressdo da enzima sGC. Esse efeito pode ser dependente tanto da agéo direta do
NO, como por uma acdo do cGMP, ou até mesmo de cAMP (Esquema 10).
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NOS-1e ou NOS-3

Efeitos

Estimulo Hobbs et al., 1996

CAM P fosfodiester ases

Papapetropoulos et al., 1995

mRNA sGC

Esquema 10. Modelo especulativo sobre a regulagcédo d a atividade e expresséao
da enzima sGC durante condi¢cdes de alta producgéo de NO. Apo6s um estimulo
inflamatério como o LPS, ocorre a inducdo da expressdo da enzima NOS-2, que
passa a produzir grandes quantidades de NO. Este excesso de NO, além de ativar a
enzima sGC por se ligar ao grupamento heme, pode ativar a enzima através da
oxidac&o de grupamentos sulfidrilas especificos (-SH"). A exposicdo da sGC a altas
concentracfes de NO pode também levar a inibicdo da enzima pela oxidagdo de
outro grupo de sulfidrilas (-SH®; ver Esquema 8). Mais ainda, este NO pode modular
a expressdo da sGC através de uma modulagdo do mRNA. O excesso de cGMP
produzido pela ativacdo massiva da sGC como consequéncia da alta concentracéo
de NO, pode também modular a expressdo da sGC através da modulacdo do
MRNA. Adicionalmente, o cGMP pode inibir algumas fosfodiesterases responsaveis
pela degradacdo do cAMP, levando a um acumulo deste nucleotideo que também
pode modular a expressao da sGC.



Discussdo 85

Voltando a sepse, resolvemos avaliar se alteracdes na funcionalidade da
enzima guanilato ciclase apds a injecdo de LPS poderiam influenciar os efeitos do
azul de metileno sobre a hiporeatividade a vasoconstritores.

A analise da Figura 17 mostra que o azul de metileno foi capaz de reverter a
perda da resposta a fenilefrina nos animais injetados com LPS 2 ou 24 horas antes,
falhando entretanto em reverter a hiporeatividade nos animais que receberam LPS 8
horas antes. Assim, a falha do azul de metileno em melhorar a resposta da
fenilefrina coincide com a perda da resposta vasodilatadora a doadores de NO
(Figura 10), com o prejuizo na producdo de cGMP induzido por SNP (Figura 11) e
com uma reduc¢do nos niveis da proteina guanilato ciclase solavel (Figura 15, Painel
C).

Em seguida avaliamos se o tratamento com azul de metileno pode reverter
algumas das alteracbes cardiovasculares induzidas pelo CLP. A hiporeatividade a
vasoconstritores é visivel ja em 12 horas e permanece constante durante todo o
tempo de analise. Entretanto o azul de metileno, da mesma forma que acontece no
modelo LPS, reverte a hiporeatividade somente em tempos mais tardios falhando
nos tempos iniciais da sepse. Novamente, a falha do azul de metileno coincide com
0 prejuizo na resposta da enzima guanilato ciclase. A hipotensdo, embora sutil,
também ja é observada em 12 horas, entretanto o azul de metileno é eficaz em
reverter este quadro somente no tempo de 48 horas ap6s o CLP.

Em conjunto estes dados sugerem que a falha do azul de metileno é devida
a perda da funcionalidade da enzima guanilato ciclase, enquanto que o0 seu sucesso
depende da retomada de resposta que acontece em virtude do aumento da
expressdo da proteina. Portanto, o sucesso terapéutico da inibicdo da sGC na sepse
pode depender da condicdo da enzima no momento do tratamento, reforcando
portanto a importancia da compreensédo temporal da sua funcionalidade. Assim, o
periodo de administracdo do azul de metileno pode ser critico para o resultado final
do tratamento.

Entretanto apesar do prejuizo na resposta da guanilato ciclase em tempos
determinados, a hiporeatividade a vasoconstritores se mantem constante durante
todo o tempo de analise. Assim, durante o prejuizo na resposta da enzima guanilato

ciclase, outros mecanismos sao responsaveis pela manutengdo da hiporeatividade.
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Neste sentido, trabalhos do nosso laboratério tém demonstrado que a abertura de
canais de potassio mediada por NO, é um importante mecanismo envolvido na
manutencdo da hiporeatividade durante estes periodos (Terluk et al., 2000; Silva-
Santos et al., 2002). Além disso, alguns pesquisadores tém postulado que a intensa
ativacao e adesao de neutréfilos na parede vascular, que ocorre principalmente em
momentos iniciais da resposta inflamatéria, geram um stress oxidativo intenso
levando a disfuncdo vascular (Eiserich et al., 2002), podendo esta ser uma
explicacdo para a hiporeatividade a vasoconstritores neste periodo.

Avaliamos entdo o efeito do azul de metileno injetado em diferentes tempos
sobre a mortalidade de animais submetidos a cirurgia de CLP e o resultado mostrou-
se surpreendente (Figura 20). A mesma droga, administrada na mesma dose, mas
em tempos diferentes mostra resultados opostos. A injecdo de azul de metileno no
tempo de 20 horas ap6s o procedimento cirdrgico diminuiu a mortalidade, ao passo
gue quando injetado no tempo de 8 horas, o azul de metileno além de nao proteger,
precipita a morte dos animais. O tempo em que o tratamento obteve sucesso €
coincidente com o tempo que o azul de metileno foi capaz de reverter a
hiporeatividade a fenilefrina. E ainda mais interessante notar que também ¢é
coincidente com um aumento da expressao e um perfil normal de funcionalidade da
enzima guanilato ciclase. Por outro lado, o tempo em que o tratamento falhou
coincide com a falha do azul de metileno em reverter a hiporeatividade a fenilefrina e
com uma expressao e atividade reduzida da enzima sGC.

A sepse é uma resposta inflamatéria complexa, e envolve pelo menos duas
fases distintas, mas nao exclusivas: uma resposta inflamatéria sistémica e uma
resposta antiiflamatéria. ldealmente, o desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria efetiva contra um agente infeccioso € contido por um mecanismo para
terminar a inflamag&o; seguido da eliminacdo do agente incitante. Um balancgo
correto entre estas duas respostas, principalmente em relagcdo a intensidade,
influenciaria postivamente a sobrevivéncia do hospedeiro. O desbalango ou exagero
destas respostas resulta em prejuizo para o hospedeiro causado diretamente pela
inflamacéo excessiva, ou indiretamente através de uma disfuncéo imune. Fica claro
gue tanto agentes pro-inflamatérios como anti-inflamatérios podem ter um lugar no

tratamento da sepse (Bone, 1996). O tratamento com terapias opostas como esta
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requer que o agente (pro- ou anti-inflamatério) seja administrado no estagio
apropriado da sepse para beneficio e ndo prejuizo do paciente. Portanto, o
tratamento ideal para sepse pode ser individualmente ajustado de acordo com o
estado de cada paciente.

E com foco nesta idéia que se percebe uma importante janela terapéutica
para utilizacdo de inibidores da guanilato ciclase na sepse. De maneira
surpreendente (e também preocupante), os dados mostram que, a0 mesmo tempo
em que o resultado final da utilizag&o terapéutica do azul de metileno na sepse pode
ser satisfatorio, ele pode ser desastroso. Portanto, antes da utilizagdo do azul de
metileno em um teste clinico de larga escala, como tem sido sugerido por varios
pesquisadores (Koch, 1996; Evgenov e Bjertnaes, 2003), é fundamental uma melhor
compreensao temporal dos diferentes estagios da sepse humana. A sepse é uma
resposta multimediada, e os mediadores inflamatérios importantes no seu inicio
muitas vezes sao irrelevantes em tempos mais tardios e vice versa. Este é, inclusive,
um dos principais motivos do insucesso terapéutico de muitas drogas que foram
testadas na clinica nos dltimos anos (Riedemann et al., 2003). Portanto, um paciente
no inicio de um quadro séptico € totalmente diferente de um paciente em estagios
tardios, embora algumas caracteristicas clinicas sejam as mesmas. Isto torna
fundamental a clareza de que, em se tratando de pacientes diferentes, faz-se
necessario uma terapia diferenciada. Atualmente, embora seja aceito que o choque
séptico acontece em diferentes fases, as intervencdes terapéuticas sao
essencialmente as mesmas. Nao surpreende portanto o fato da terapia atual nao ter
um sucesso consistente (Baumgartner e Calandra, 1999). A falta de marcadores
clinicos que indiqguem em qual estagio o0 paciente se encontra é um ponto
complicador neste evento, entretanto reforca a necessidade de esfor¢cos para uma
melhor compreensao dos diferentes estagios da sepse. Uma melhor compreenséo
destes estagios pode fazer com que o azul de metileno venha a ser uma boa opcao
de tratamento para o choque séptico.

O sucesso do azul de metileno em alguns momentos apoés a inje¢do de LPS
(Figura 17), ou apo6s o CLP (Figura 18) confirma os trabalhos anteriores, mostrando
que a via NO-sGC-cGMP é ativa na sepse, sendo responsavel por alteracdes
vasculares importantes como a hiporeatividade a vasoconstritores (Paya et al., 1993;



Discussdo 88

Silva-Santos et al., 2002). Portanto, como ja antecipado por outros trabalhos, a
inibicdo desta via pode apresentar beneficios importantes no tratamento desta
patologia (Schneider et al., 1992; Daemen-Gubbels et al., 1995; Gachot et al., 1995;
Preiser et al., 1995; Andresen et al., 1996; Andresen et al., 1998; 1999; Zingarelli et
al., 1999; Kirov et al., 2001; Zacharowski et al., 2001). Entretanto, € importante
salientar que a informagdo mais importante ndo € o sucesso, mas a falha do azul de
metileno em tempos iniciais da sepse, chegando até mesmo a precipitar a morte dos
animais. Ainda mais interessante, € que este evento coincide no tempo com o
momento em que a sGC tem sua funcionalidade prejudicada.

Embora o azul de metileno aparentemente ndo apresente significantes efeitos
colaterais (Kirov et al., 2001), alguns trabalhos relatam uma vasoconstricdo
pulmonar acentuada e uma piora da oxigenacgdo arterial apds a injecdo de azul de
metileno em pacientes com choque séptico. Por exemplo, em experimento usando
anéis de aorta de ratos, a contracdo causada pela endotelina foi maior quando os
anéis forma pré-tratados com azul de metileno (Wu e Bohr, 1990). Neste ponto é
importante ressaltar que por razdes ainda ndo bem compreendidas, enquanto a
maioria dos leitos vasculares responde mal aos vasoconstritores enddgenos e
exdégenos, outros leitos (renal e pulmonar por exemplo) tem sua reatividade mantida
em valores relativamente normais. Assim, a associacao de baixa perfusdo em razéo
da baixa pressdo, aliada a vasoconstricdo intensa em alguns 6rgdos conduz ao
desenvolvimento de faléncia organica, contribuindo para o éxito letal de pacientes
chocados. Portanto, a utilizagdo do azul de metileno, um inibidor de uma via de
relaxamento de musculo liso (NO-sGC-cGMP) deve ser feita com cautela. Em outras
palavras, se por um lado a producdo de cGMP gera uma série de alteracdes
cardiovasculares que devem ser combatidas, por outro este cGMP pode ser
essencial para evitar uma vasoconstricdo excessiva em alguns leitos vasculares.
Baseado neste raciocinio, a utilizacdo de um inibidor da enzima exatamente no
momento em que ela apresenta um prejuizo na funcionalidade, pode ser um golpe
de misericordia precipitando a morte dos pacientes/animais. Estes dados ressaltam
a importancia da compreensao da dinamica da guanilato ciclase na sepse, para
correta utilizacdo do azul de metileno.

O conceito de inibicdo da via NO-sGC na sepse tem recebido muita atencao
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e gerado calorosos debates (Marczin et al., 1995; Schneider, 1995; Koch, 1996;
Evgenov e Bjertnaes, 2003). Alguns pesquisadores consideram que os resultados
positivos observados com inibidores da guanilato ciclase solGvel sdo inesperados,
uma vez que estes compostos bloqueiam tanto a acdo do NO produzido pelas NOS
constitutivas, como a vasodilatacdo patolégica causada pela NOS-2. Em outras
palavras, os efeitos de inibidores da guanilato ciclase deveriam ser similares aqueles
causados por inibidores né&o-seletivos das NOS (uma intervencdo que, como
discutido anteriormente, ndo parece ser benéfica). Por outro lado, alguns
pesquisadores consideram estes compostos uma Op¢ao segura, ja que restauram
alguns parametros hemodinamicos durante a sepse, preservando entretanto, efeitos
benéficos do NO que ndo sdo mediados por esta via de sinalizagcdo, como as
atividades microbicida e scavenger de radicais livres de oxigénio (Rubanyi et al.,
1991; Malawista et al., 1992, Cauwels et al., 2000). Este é outro ponto que gera
polémica, ja que o azul de metileno também pode impedir a sintese de NO (Mayer et
al., 1993). Mais ainda, foi demonstrado que o azul de metileno pode gerar
superoxido em solucéo aquosa (Visarius et al., 1997), levando alguns pesquisadores
a argumentarem que estes radicais podem limitar os efeitos deletérios do NO.
Entretanto, foi demonstrado que a combinacdo do tratamento de azul de metileno
com multiplas injecdes de superdéxido dismutase, ou um superoxido mimético
(permeavel a membrana), ndo afetam o efeito protetor do azul de metileno apés a
injecdo de TNF-a em camundongos, indicando que este composto nao parece ter
seu efeito protetor mediado por mecanismos dependentes de superdxido (Cauwels
et al., 2000). Adicionalmente, este mesmo trabalho demonstrou que a utilizacdo de
um inibidor de fosfodiesterases (zaprinast), que prolongam a vida do cGMP, aboliu o
efeito protetor do azul de metileno contra a mortalidade induzida por TNF-a
(Cauwels et al., 2000). Além disso, o ODQ, um inibidor altamente seletivo para
guanilato ciclase (Garthwaite et al.,, 1995), também recuperou a reatividade a
vasoconstritores em animais endotoxémicos (Silva-Santos et al., 2002), aumentou a
sobrevivéncia em animais tratados com LPS (Zingarelli et al., 1999) e reduziu a
disfuncdo de multiplos érgdos induzida por LPS (Zacharowski et al., 2001). Estes
dados mostram claramente que a sGC tem importante fungdo na manutencédo do

tbnus vascular durante a endotoxemia e convincentemente argumentam em favor da
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inibicdo da guanilato ciclase solivel como o mecanismo de prote¢do induzido pelo
azul de metileno.

A despeito da forma exata de acdo do azul de metileno, a verdade € que
este composto parece ser uma ferramenta Util para o tratamento da sepse. E
possivel inclusive que as vérias acdes e interacbes do azul de metileno sejam o
segredo do seu efeito benéfico. A sepse é uma resposta inflamatéria multimediada e
a histéria tem mostrado que, na maioria das vezes, compostos que interferem em
varios pontos da reposta inflamatéria se apresentam como ferramentas mais Uteis na
terapia do que compostos altamente especificos para afetar um Unico mediador ou
alvo molecular. Talvez este seja 0 motivo do sucesso da proteina C ativada
(Xigris®), aprovado em 2001 para o tratamento da sepse severa. Este composto
parece interferir com vérias cascatas da resposta inflamatoria, mas o exato
mecanismo pelo qual a mortalidade é reduzida ainda ndo foi completamente
definido. E claro que este é um ponto bastante delicado para os farmacologistas,
gue em geral se deslumbram com drogas altamente especificas. Embora seja
ousado continuar a comparacdo, € interessante ressaltar que uma reducdo
significativa na mortalidade com a proteina C ativada foi observada somente em
pacientes com sepse severa, 0S quais parecem ser mais beneficiados por
estratégias antiinflamatérias. Os nossos dados ndo permitem definir com clareza o
estado do animal no momento da administracdo do azul de metileno, e de qualquer
modo a comparacdo com a sepse humana ndo é direta, mas como ja dito
anteriormente o azul de metileno funciona somente em momentos tardios,
geralmente relacionados a uma maior disfuncdo de 6rgdos (Remick et al., 2000;
Buras et al., 2006 ).

E importante ressaltar que as conclusées derivadas de trabalhos com
animais devem ser interpretadas com cuidado. Uma considera¢do importante é que
foi usado um modelo experimental que simula algumas caracteristicas
hemodinamicas da sepse e choque séptico. Entretanto, ainda assim ha uma série de
limitagcGes. Primeiro, embora o modelo reproduza bem as alteragbes hemodinamicas
gue acontecem no choque séptico humano, os animais séo inicialmente saudaveis e
suas respostas podem ser diferentes de pacientes cronicamente doentes. Segundo,

diferente da situagéo clinica, os animais ndo receberam antibidticos ou agentes
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vasoativos. Terceiro, a administracdo de anestésicos pode influenciar o
desenvolvimento da sepse nos animais. Quarto, o modelo CLP leva os animais
guase diretamente a um quadro de sepse grave/choque séptico, sem passar pelos
estagios iniciais de SIRS e sepse que existem nos quadros humanos.

Feitas as devidas consideragfes, este conjunto de dados nos permite criar um
esquema simplificado para explicar algumas alteracdes vasculares durante a sepse.
O excesso de NO produzido durante quadros de sepse leva a um prejuizo na
resposta vasoconstritora, um efeito que é mediado, pelo menos em parte, pela via
SGC-cGMP. O excesso de NO seria responsavel também por uma reducdo na
atividade e na expresséo da enzima sGC, causando assim um prejuizo na resposta
vasodilatadora de doadores de NO. Este mecanismo pode ser inclusive um
mecanismo auo-protetor para conter a vasodilatacdo excessiva que acontece
durante a sepse. Esta falta de funcionalidade da enzima sGC seria responsavel pela
falha do azul de metileno em reverter a hiporeatividade a vasoconstritores. Isto
sugere gue outros mecanismos independentes da sGC sdo importantes para esta
hiporeatividade a vasoconstritores, principalmente em tempos iniciais. Neste sentido,
dados do nosso laboratorio demonstraram a participacdo de canais de potassio na
hiporeatividade a fenilefrina (Silva-Santos et al., 2002). Entretanto, independente da
via de sinalizacao responsavel pela refratariedade a vasoconstritores, é notorio que
o NO é o principal mediador deste efeito, ja que inibidores da NOS sdo capazes de
reverter 0 prejuizo na resposta vasoconstritora em qualquer momento (Silva-Santos
et al., 2002). Assim, concluimos que em tempos iniciais do quadro séptico, a
guanilato ciclase nédo € funcional, como consequéncia da reducdo da atividade e da
expressao da enzima. Isto levaria a falha terapéutica dos inibidores da enzima
guanilato ciclase neste momento. Entretanto, devido a uma recuperagdo da
funcionalidade da enzima, um efeito mediado em parte pela sintese de novo da
proteina, inibidores como o azul de metileno passam a ser efetivos em reverter a
hiporeatividade a vasoconstritores e diminuir a mortalidade em modelos de choque
séptico (Esquema 11).
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Esquema 11. Decurso temporal das alteragbes vascula res relacionadas ao
oxido nitrico durante o choque séptico (especulativ 0). Algumas horas apds um
estimulo inflamatério, ocorre um prejuizo na resposta vasoconstritora a fenilefrina.
Ocorre também um prejuizo temporario na resposta vasodilatadora a doadores de
NO. Paralelo a estes eventos ocorre um aumento na expressao da enzima NOS-2, e
reducdo da expressdao da sGC. Juntos, estes dados sugerem que as altas
guantidades de NO, consequentes do aumento da expressédo da NOS-2, gera uma
reducdo na resposta a fenilefrina bem como na atividade e nives protéicos da
enzima sGC, levando a uma reducéo na resposta vasodilatadora a doadores de NO.
Entretanto, a perda da funcionalidade da sGC é reversivel, um efeito que é devido
pelo menos em parte pela sintese de novo da mesma. Devido a estas condi¢des o
azul de metileno falha em reverter a falta de resposta a fenilefrina em tempos
iniciais, funcionando somente em tempos mais tardios. Estes dados mostram
também que outros mecanismos, além da via sGC-cGMP, devem estar envolvidos
na hiporeatividade a fenilefrina nos tempos iniciais.
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Assim, estes dados deixam evidente que o azul de metileno pode ser uma
ferramente Util para tratamento de pacientes em sepse, principalmente em pacientes
em tempos mais tardios. Juntamente com outros trabalhos da literatura, inclusive em
humanos, nossos resultados reforcam a necessidade de estudos em larga escala.
Ao mesmo tempo, os dados aqui apresentados fazem um alerta para que se tenha
cautela. Rigidos critérios de inclusdo no estudo devem ser adotados, uma vez que o
estado do paciente pode ser critico para o resultado final do tratamento.

Apesar das evidéncias mostrando que o azul de metileno pode ser uma boa
opcédo para o tratamento da sepse, ha uma grande barreira a realizagdo de estudos
grandes. Por tratar-se de uma droga antiga, inclusive ja usada na clinica para outras
finalidades, ndo é possivel obter-se patente, o que limita enormemente o interesse
por este composto, seja ele util ou ndo, por parte das industrias farmacéuticas.

Embora seja justo que uma empresa que trabalha no campo da investigagéo
farmacéutica procure um lucro licito sobre os investimentos feitos, as vezes
acontece que o0s interesses econdmicos prevalentes levam a tomar decisdes
contrarias aos valores humanos auténticos e as exigéncias de justica, exigéncias
estas que ndo devem ser separadas da propria finalidade da investigacdo. O
resultado pode ser um conflito entre os interesses econémicos, por um lado, e a
assisténcia médica por outro. Neste sentido, talvez as autoridades publicas, como
defensoras do bem comum, devam desempenhar o papel de assegurar que a
investigacdo seja orientada para o bem estar das pessoas e da sociedade, e a

moderar e reconciliar as pressoes de interesses divergentes.

De qualquer forma, € diante da ampla visdo do compromisso em favor da
verdade e do bem comum que este trabalho espera escrever paginas de progresso

auténtico, independente do provavel descaso da industria farmacéutica.
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Os resultados aqui apresentados permitem concluir que:

1-

A producéo excessiva de o0xido nitrico pela NOS-2 e consequente ativagédo da
enzima guanilato ciclase estdo envolvidas na instalacdo da hiporeatividade a
vasoconstritores durante a sepse.

Esta producdo excessiva de NO é responsavel por um prejuizo na
funcionalidade da enzima guanilato ciclase nos momentos iniciais de sepse.
No modelo de inje¢céao de LPS, a reducao da funcionalidade da enzima parece
ser consequéncia tanto de uma reducdo na expressdo como prejuizo na
atividade da enzima.

No modelo de CLP, o prejuizo na resposta guanilato ciclase parece ser
consequéncia exclusiva de uma inibicdo direta da enzima, ja que o contetdo
protéico nao foi reduzido.

Em ambos os modelos utilizados, a retomada da funcionalidade da enzima
parecer ser consequéncia da sintese de novo da proteina, sugerindo que esta
inibicdo seja irreversivel.

O prejuizo na funcionalidade da enzima guanilato ciclase é responsavel pela
falha do azul de metileno em reverter a hiporeatividade a vasoconstritores e a
hipoteng&o nos momentos iniciais da sepse.

Como consequéncia, a administragéo do azul de metileno reduz a mortalidade
dos animais submetidos ao CLP somente em momentos mais tardios, quando
ocorre a recuperacao da atividade da enzima guanilato ciclase.

Portanto, inibidores da enzima guanilato ciclase podem ser ferramentas
terapéuticas Uteis para o tratamento da sepse, desde que administrados na

correta janela de oportunidade.
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