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A alta produção de óxido nítrico (NO) é um dos principais responsáveis pela hipotensão e 

hiporeatividade a vasoconstritores, características clínicas do choque séptico. A ativação da 

enzima guanilato ciclase solúvel (sGC) responde pelos principais efeitos do NO durante esta 

patologia. Entretanto, há controvérsias a respeito se a utilização de inibidores desta enzima 

é uma opção efetiva e segura para o tratamento do choque séptico. A incubação in vitro de 

pulmões, retirados de animais controles ou injetados com LPS 24 h antes, com 

nitroprussiato de sódio (SNP), gerou um aumento de 20 vezes nos níveis de cGMP. Já em 

tecidos de animais injetados com LPS 8 h antes, o SNP falhou em aumentar os níveis de 

cGMP. Os níveis protéicos da sGC foram reduzidos no tempo de 8 h após a injeção 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 após a injeção 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 perfuração do ceco (CLP). Quando os animais receberam MeB 

8 h após o CLP, a mortalidade dos animais piorou. Entretanto, quando os animais 

receberam MeB no tempo de 20 h após o procedimento de CLP, ocorreu uma redução no 

índice de mortalidade. Portanto, o padrão 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 terapêutica útil se administrado em uma janela correta de 

oportunidade. 
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RESUMO 

 
O choque séptico é um estado de perfusão tecidual inadequada iniciado por produtos 

microbianos e caracterizado por queda da pressão sanguínea, sinais bioquímicos de déficit 

de oxigênio, danos vasculares, hiporreatividade a vasoconstritores e coagulação 

intravascular disseminada, que pode conduzir à disfunção múltipla de órgãos e à morte. 

Neste trabalho, nós avaliamos a importância e a relação entre a produção excessiva de NO 

pela NOS-2, a funcionalidade da enzima guanilato ciclase solúvel e as alterações 

cardiovasculares que acontecem durante a sepse. Após a injeção de lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS, 12,5 mg/kg, i.p.) ou o procedimento cirúrgico de ligadura e perfuração do 

ceco (CLP), os animais apresentam um prejuízo de 50% na resposta a vasoconstritores 

(fenilefrina e angiotensina II). O procedimento de CLP causou queda progressiva na pressão 

arterial e taquicardia nos momentos iniciais. Tanto a injeção de LPS como a cirurgia de CLP 

causaram um aumento expressivo nos níveis plasmáticos de nitrato/nitrito. Portanto, ambos 

os modelos reproduzem algumas características da sepse humana. Além do aumento do 

NO, ocorreu um aumento na produção de cGMP. O tratamento com inibidor não-seletivo das 

NOS (L-NAME) impediu o aumento da produção de ambos, bem como a instalação da 

hiporeatividade vascular, mostrando assim uma relação 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 prejuízo na 

resposta vasodilatadora nas primeiras 8-12 horas após a indução do quadro 

endotóxico/séptico, sugerindo que nesse período ocorra um prejuízo na funcionalidade da 

enzima sGC. Avaliamos então a produção de cGMP pela sGC após estímulo com 

nitroprussiato de sódio (SNP, 10 µM, 10 min). A incubação de pulmões ou aortas retirados 

de animais controles com SNP in vitro, elevou em 10 e 20 vezes os níveis de cGMP, 

respectivamente. Entretanto, nos mesmos tecidos de animais injetados 8 horas antes com 

LPS, o SNP não aumentou os níveis de cGMP. Em contraste, o acúmulo 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 

níveis de cGMP. Já o acúmulo de cGMP induzido por SNP nos tecidos de animais 

submetidos ao CLP 24 ou 48 horas antes foi semelhante àquele obtido em preparações de 

animais controle. Para avaliar se o prejuízo na resposta da guanilato ciclase sensível ao NO 

foi conseqüência da redução do conteúdo protéico, avaliou-se os níveis de mRNA (através 

de RT-PCR) e da proteína (Western Blot) sGC após a injeção de LPS. Nos pulmões obtidos 

de ratos injetados com LPS 8 horas antes, os níveis de mRNA para a subunidade α1 
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permaneceram inalterados, mas aumentaram em aproximadamente 50% 24 horas após a 

injeção de LPS. O níveis de mRNA para subunidade β1 apresentaram um aumento já em 8 

horas, que foi mais expressivo 24 após a injeção de LPS. A injeção de LPS causou uma 

redução nos níveis da guanilato ciclase no tempo de 8 horas, mas por outro lado, os níveis 

da proteína foram similares ao controle 24 horas após o LPS. O azul de metileno foi capaz 

de reverter a perda da resposta à fenilefrina nos animais injetados com LPS 2 ou 24 horas 

antes, falhando entretanto em reverter a hiporeatividade nos animais injetados 8 horas 

antes. O padrão de resposta nos animais CLP foi similar, o azul de metileno foi capaz de 

reverter a hiporeatividade tanto à fenilefrina como à angiotensina II 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 

prejuízo na produção de cGMP induzido por SNP e com uma redução nos níveis da proteína 

sGC. Finalmente, avaliamos o efeito do azul de metileno, administrado em diferentes 

tempos, na mortalidade dos animais submetidos ao CLP. O índice de mortalidade geral no 

grupo CLP que recebeu salina foi 25%.  Quando o azul de metileno foi administrado 8 horas 

pós 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 após a cirurgia a taxa de sobrevivência foi de 55%. Portanto, a falha 

do azul de metileno em reverter a hipotensão e hiporeatividade a vasoconstritores, parece 

ser decorrência do prejuízo na funcionalidade da enzima sGC, e a retomada da resposta 

parece resultar da síntese 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 útil em estágios tardios da sepse, 

exatamente quando a maioria das demais alternativas terapêuticas falha. Portanto, o azul de 

metileno pode ser uma estratégia terapêutica útil 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 µM) 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 α1 subunit mRNA levels remained unchanged compared with control 

animals but were increased 24 h after LPS. Levels of β1 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 µmol/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 II 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.  
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1.1 Sepse  

Por tratar-se de uma resposta inflamatória sistêmica com possibilidade de 

evolução para quadros clínicos cujos sintomas e sinais diferem muito à medida que 

a doença evolui, em 1991 foram estabelecidos critérios para a classificação de 

sepse e doenças similares na Conferência de Consenso feita pelo American College 

of Chest Physicians e a Society of Critical Care Medicine (Bone et al., 1992). O 

termo síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SIRS, do inglês systemic 

inflammatory response syndrome) foi desenvolvido para implicar a resposta clínica 

originada de uma agressão não séptica. Além disso, ficou estabelecido também que 

o termo sepse deveria ser utilizado apenas nos casos onde a infecção é 

documentada (Tabela 1). Esta medida foi necessária para adequação do tratamento 

à fase de evolução da síndrome em que o paciente se encontra.  

 

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

Síndrome da Resposta Inflamatória Sistêmica (SIRS):  trata-se de um conjunto 
de sinais e sintomas que traduz a reação do organismo a uma variedade de 
agressões graves, como grandes queimaduras e pancreatite, que ocorre 
necessariamente na ausência de infecção. A presença de dois ou mais dos 
seguintes sintomas definem SIRS: a temperatura >38ºC ou < 36ºC; b) freqüência 
cardíaca > 90 bpm; c) freqüência respiratória > 20 movimentos/minuto; d) 
leucometria > 12.000/mm3 ou < 4.000/mm3 ou ainda, presença de >10% de 
bastonetes. 
Sepse:  é considerado séptico todo paciente que apresente os sinais e sintomas 
descritos acima (SIRS) secundários a um processo infeccioso. 
Sepse Grave: sepse associada à disfunção orgânica. As principais disfunções 
orgânicas são: a) cardiovascular; b) respiratória; c) renal; e) hematológica; e f) 
sistema nervoso central. 
Choque séptico : Situação em que o paciente com quadro de sepse grave 
desenvolve hipotensão arterial refratária à reposição volêmica, necessitando de 
drogas vasopressoras para estabilizar a pressão arterial. 

 

Após 14 anos da publicação original deste consenso (Bone et al., 1992) onde a 

sepse foi finalmente, mas não definitivamente definida (Bone et al., 1992; Dellinger 

et al., 2004), o número de casos desta enfermidade ainda não diminuiu, pelo 

contrário, continua aumentando. Estimativas indicam um total de 750.000 casos de 

sepse por ano nos Estados Unidos da América, com um índice de mortalidade acima 

de 50% (Angus et al., 2001). Um estudo epidemiológico recente de sepse no Brasil 
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mostrou que os dados nacionais são igualmente alarmantes. A incidência 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 saúde 

pública nas unidades de terapia intensiva do país (Silva et al., 2004).  

Metade dos casos de sepse é causada por bactérias gram negativas, e metade 

destes casos é associada com cultura de sangue positiva (Wenzel, 1988). Choque 

séptico é uma complicação 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 incidência se deve em parte ao aumento da expectativa de vida de 

idosos e pacientes com enfermidades graves, associado ao emprego descontrolado 

da antibioticoterapia (responsável pelo aumento do número de bactérias resistentes), 

ao maior no número de procedimentos invasivos e ao aumento do número 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 descompensação hemodinâmica que ocorre na presença de agentes 

infecciosos e mediadores inflamatórios na circulação sangüínea (Hollenberg et al., 

2004). Primariamente trata-se de uma forma de choque distributivo, caracterizado 

por uma incapacidade de fornecimento de oxigênio aos tecidos, associado a uma 

vasodilatação periférica inadequada, a qual ocorre apesar do débito cardíaco estar 

preservado ou até mesmo aumentado (Parrillo et al., 1990). Embora muitos 

pacientes acabem morrendo nos estágios iniciais da doença, em um grande número 

de casos estas alterações hemodinâmicas evoluem gradualmente para um estado 

hipodinâmico, estágio tardio do choque, caracterizado por baixa resistência vascular 

periférica e hiporeatividade a vasoconstritores. Mesmo após a restauração do 

volume intravascular, a microcirculação permanece diminuída e a persistência desta 

anormalidade resulta na má distribuição do débito cardíaco (Ince e Sinnasappel, 

1999). 

As manifestações clínicas vistas no choque séptico são o resultado de uma 

resposta excessiva do hospedeiro à infecção. Além das alterações hemodinâmicas 

descritas acima, uma enorme variedade de tipos celulares, bem como mediadores 
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inflamatórios, estão envolvidos na patogênese do choque séptico. Citocinas pró-

inflamatórias são liberadas na circulação sangüínea levando à ativação de células 

como neutrófilos, monócitos, macrófagos, plaquetas e células endoteliais. Aliado a 

isso, ocorre ativação de várias cascatas de proteínas plasmáticas como o 

complemento, a coagulação e o sistema fibrinolítico. Mediadores lipídicos como 

eicosanóides e fator de ativação plaquetária, bem como radicais de oxigênio e 

nitrogênio são produzidos e liberados (Beishuizen et al., 1998). 

 Os fatores desencadeantes da ativação celular e da cascata de eventos 

plasmáticos são principalmente os componentes da parede celular dos 

microorganismos, como o ácido lipoteicóico (LTA) e peptideoglicanas, derivados de 

bactérias Gram-positivas (exotoxinas), ou o lipopolissacarídeo (LPS), no caso de 

bactérias Gram-negativas (endotoxinas). O LPS e as exotoxinas são liberados 

normalmente durante a  replicação da bactéria e/ou como conseqüência da sua 

morte, devido à lise da parede celular. A importância do LPS como fator 

desencadeador da sepse foi demonstrada após sua administração em humanos 

sadios, com reprodução de alterações hemodinâmicas observadas em pacientes 

com sepse e em modelos experimentais (Suffradin et al., 1989).  

O LPS ativa as células fagocíticas através dos receptores Toll-like (TLR-4) 

complexados à proteína ligadora de LPS e CD14. Vários tipos de receptores TLR 

foram identificados (TLR-1 a 11) e também sua afinidade específica (por exemplo, 

TLR-2 que traduz sinais de bactérias gram-positivas e de LTA). Após a ativação 

destes receptores ocorre o recrutamento de várias proteínas citoplasmáticas 

acessórias, tais como a proteína adaptadora MyD88 e o receptor para IL-1 

associado à quinase (IRAK). O recrutamento destas proteínas acessórias causa 

auto-fosforilação das mesmas e conseqüentemente ocorre a ativação do TRAF-6 (do 

inglês, TNF-receptor activated factor-6). Este, por sua vez, causa a ativação de 

várias proteínas, tais como p38, JNK e IKKα/β, cujas ações convergem para 

ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB) (Sherwood, 2004). 

É a complexa interação entre os diferentes mediadores inflamatórios e as 

alterações hemodinâmicas observadas durante o choque séptico que dificulta o 

tratamento desta patologia, sendo este um dos motivos pelos quais o manejo do 

paciente em choque não sofreu alterações substanciais nas duas últimas décadas.A 
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manobra terapêutica prioritária tem sido a manutenção da pressão arterial e do 

débito cardíaco, através de reposição de líquido e utilização de agentes inotrópicos e 

vasopressores (Wheeler e Bernard, 1999). Em seguida, busca-se a identificação e 

eliminação do foco infeccioso através da utilização de antibióticos e em casos 

extremos, a remoção cirúrgica (Hollenberg et al., 2004). 

 

1.3 Sepse e óxido nítrico  

 
 O NO é sintetizado a partir de oxigênio molecular e do aminoácido L-arginina, 

por um grupo de enzimas conhecidas como óxido nítrico sintases (NOS). Existem 

pelo menos três isoformas de NOS. Cada isoforma é produto de um gene distinto. A 

NOS-1, também chamada de neuronal é encontrada em altos níveis em neurônios, 

bem como em tecidos não neuronais. Esta isoforma é ativada pela calmodulina 

requerendo concentrações micromolares de cálcio (0,1 a 1 µM). A NOS-2, também 

conhecida como óxido nítrico sintase induzida (iNOS), uma vez que sua expressão 

pode ser induzida após ativação de células como o músculo liso, macrófago e célula 

endotelial, por bactérias (gram-negativas e gram-positivas), lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS) e citocinas pró-inflamatórias (IL-1, interferon, IFN-γ, TNF-α). Esta 

enzima requer concentração nanomolar de cálcio (100 nM, concentração 

equivalente ao nível basal intracelular) e por isso é classificada como independente 

de cálcio (Alderton et al., 2001). A NOS-3, também chamada de óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS), foi a enzima originalmente encontrada como responsável pela 

produção do fator relaxante derivado do endotélio (Furchgott e Zawadzki, 1980). 

Semelhante à NOS-1, a NOS-3 é também ativada pela elevação dos níveis de cálcio 

e pela ligação com a calmodulina. 

Outra importante diferença entre as NOS, além das concentrações de cálcio 

requeridas pelas enzimas, está relacionada com a sua atividade catalítica (produção 

de NO). As enzimas NOS-1 e NOS-3 (chamadas de constitutivas) produzem e 

liberam NO em quantidade nanomolar por curto período de tempo (segundos a 

minutos), em resposta à interação de agonistas, tais como a acetilcolina, bradicinina 

e histamina, via receptores acoplados à proteína G na membrana plasmática, e 

ainda por estímulos físicos, como o estresse de cisalhamento causado pela 

circulação sanguínea. A NOS-2 produz e libera grandes quantidades de NO, na 
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ordem de micromolar, durante longos períodos quando comparado às NOS 

constitutivas, e geralmente estão associadas aos efeitos citotóxicos e às ações que 

promovem as patologias vasculares (Alderton et al, 2001). 

 Existe um número substancial de evidências 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 níveis 

plasmáticos e teciduais de nitrito+nitrato (NOx; os metabólitos estáveis 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 evidência da relevância do NO derivado da NOS-2 no choque 

séptico veio de observações de que vários sintomas desta condição são atenuados 

quando são utilizados inibidores de NOS. Os inibidores da NOS normalizam a queda 

da pressão arterial (Kilbourn et al., 1990), aumentam a sobrevivência (Wu et al., 

1995) e atenuam a falência de múltiplos órgãos e a falência circulatória na sepse 

experimental em ratos (Wu et al., 1996). Mais recentemente, o papel do NO derivado 

da NOS-2 na sepse foi reforçado pela demonstração 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). Há uma grande quantidade de dados implicando o NO 

como um mediador chave nos desarranjos cardíacos, 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 alteração da função cardíaca 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  alterações permanecem, na sua maior parte, desconhecidos. Vários dos 

efeitos do NO (notadamente os chamados “efeitos fisiológicos”, tais como 

vasodilatação e neurotransmissão) são mediados pela ativação da guanilato ciclase 

solúvel e formação de GMP cíclico (revisado em Krumenacker et al., 2004). Mais 

recentemente tem se tornado aparente que outros mecanismos podem ser 

importantes efetores de várias das ações do NO. Estes mecanismos incluem a 
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ativação anormal de canais de potássio (Miyoshi e Nakaya, 1994; Hall et al., 1996; 

Wu et al., 1998), a formação de nitrosotióis (Foster et al., 2003; Gaston et al., 2003) 

e de produtos resultantes da reação do NO com espécies reativas de oxigênio, 

particularmente o ânion superóxido (Beckman et al.,, 1990). 

 
1.4 Guanilato ciclase  

 A guanilato ciclase solúvel (sGC), principal enzima responsável pela 

conversão enzimática de guanosina-5´-trifosfato (GTP) para guanosina-ciclica-3´,5´-

monofosfato (cGMP), foi identificada em células de mamíferos quase quatro décadas 

atrás (Hardman e Sutherland, 1969; Ishikawa et al., 1969; Schultz et al., 1969 e 

Whithe e Aurbach, 1969). No final da década de 70, o óxido nítrico (NO) foi 

descoberto como potente ativador da sGC, sugerindo que uma ampla classe de 

compostos que continham NO induziam a formação de cGMP via um mecanismo 

comum (Gruetter et al., 1979). Nessa época achava-se que a biossíntese de NO era 

um processo restrito a bactérias e a significância destas observações na fisiologia de 

mamíferos não foi apreciada por muitos anos. A descoberta do fator relaxante 

derivado do endotélio (EDRF, do inglês endothelial-derived relaxant factor) e sua 

identificação como óxido nítrico (NO; Palmer et al., 1987), não somente mostrou que 

as células dos mamíferos são capazes de sintetizar este composto inorgânico, mas 

também identificou o ativador endógeno da sGC. Assim era caracterizado o sistema 

de transdução NO-sGC-cGMP. 

 Esta enzima é designada solúvel ou citosólica para distingui-la da outra 

forma que se encontra ligada à membrana plasmática, por isso chamada de 

particulada e ativada por peptídeos natriuréticos (revisado em Hofmann et al., 2000). 

Atualmente alguns grupos de pesquisa propõem a mudança desta nomenclatura, já 

que recentemente a guanilato ciclase “solúvel” foi encontrada associada à 

membrana celular (discutido na seção 1.4.4). A sugestão mais recente é de 

classificar a enzima de guanilato ciclase como sensível ou insensível ao óxido nítrico 

(Friebe e Koesling, 2003). 
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1.4.1 Estrutura da guanilato ciclase solúvel  

Subunidades α e β.  

 A guanilato ciclase solúvel é um heterodímero, composto por duas 

subunidades diferentes chamadas α e β. A purificação de sGC de mamíferos 

identificou quatro diferentes subunidades (α1, α2, β1 e β2, Koesling et al., 2004; ver 

Tabela 2), sendo cada uma delas produto de genes distintos. Embora tenha sido 

demonstrado a existência de subunidades α3 e β3, hoje sabe-se que elas 

representam variantes da subunidade α1 e β1, ao invés de diferentes isoformas 

(Zabel et al., 1998). 

 Estruturalmente as subunidades α e β da sGC são constituídas de um 

domínio catalítico ciclase C-terminal, uma região de dimerização 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 solúvel, 

por ser um homômero e possuir, além do sítio catalítico carboxi-terminal e a região 

de dimerização, um domínio de homologia proteína quinase, um segmento 

transmembrana e uma porção extracelular para ligação de enterotoxinas e peptídeos 

como o peptídeo natriurético atrial (Winquist et al., 1984). 

 

Tabela 2.  Subunidades da guanilato ciclase solúvel em humanos. 

Subunidade Distribuição tecidual Localização no 

cromossomo  

α1 Ubíqua 4q31.3-q33 

α2 Cérebro, retina, rim, placenta, pâncreas, baço 11q21-q22 

β1 Ubíqua 4q31.3-q33 

β2 Rim, fígado 13q14.3 

 

  

Domínio N-terminal (domínio de ligação do grupo heme)  

 A porção N-terminal da sGC exibe baixa homologia entre as isoformas e 

entre as diferentes espécies quando comparada com o domínio central e catalítico. A 

porção N-terminal de cada subunidade constitui o domínio de ligação do grupamento 

heme, constituído por 5 nitrogênios, os quais formam uma estrutura em anel com um 
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Fe2+ posicionado centralmente. É a presença do grupamento heme que confere a 

sensibilidade da enzima ao NO. Este, por sua vez, reage com o grupamento heme 

da enzima sGC formando um complexo nitrosil-heme penta-coordenado e que, 

alterando a configuração do anel porfirínico, é responsável pela indução do estado 

ativado da enzima (Esquema 2), aumentando sua atividade catalítica (conversão de 

GTP em cGMP) em até 200 vezes (Humbert et al., 1990; Stone e Marletta, 1994).  

 A oxidação do grupamento heme para o estado férrico resulta na perda da 

atividade da enzima. Assim, agentes redutores como tióis ou ascorbatos aumentam 

a atividade da enzima, provavelmente por manterem o ferro no estado reduzido e 

portanto facilitando a ligação do NO ao grupamento heme. Por outro lado, agentes 

oxidantes, como o azul de metileno, inibem a ativação da enzima (Ignarro et al., 

1981). 

 As duas subunidades são essenciais para uma adequada ligação e 

orientação do grupamento heme, mas a coordenação do grupamento heme é uma 

característica principalmente da porção N-terminal da subunidade β1 (Friebe et al., 

1997). A histidina-105 da subunidade β1 foi identificada como um resíduo de 

coordenação do grupamento heme (Wedel et al., 1994; Zhao et al., 1998). Mutação 

deste aminoácido acarreta a formação de uma enzima insensível ao NO mas com 

atividade basal intacta. Adicionalmente, duas cisteínas adjacentes à His-105 na 

subunidade β1 (Cys 78 e Cys 214) foram identificadas como tendo importante função 

na coordenação do grupamento heme. Mutações de resíduos equivalentes na 

subunidade α1 não alteram a responsividade ao NO (Friebe et al., 1997). 

 

 Domínio catalítico 

 O sítio catalítico encontra-se na porção C-terminal de cada subunidade. 

Esta é a região responsável pela ligação do substrato, GTP, com consequente 

conversão em cGMP. Esta região é bastante conservada, apresentando alto grau de 

homologia entre os monômeros da sGC e em relação à região C-terminal da 

guanilato ciclase particulada (Thorpe e Garbers, 1989; Chinkers et al., 1989). Apesar 

do fato de ambas subunidades, α e β, possuirem um domínio catalítico, a 

coexpressão da duas subunidades é necessária para a atividade ciclase (Wedel et 

al., 1995). A conversão catalítica de GTP para cGMP exige a presença dos cátions 
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divalentes Mn2+ e Mg2+ como cofatores. A disponibilidade destes dois cátions pode 

modular a atividade enzimática por acentuar a ativação, bem como por aumentar a 

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

 

Domínio de dimerização 

 Esta região é responsável pela associação das duas subunidades, evento 

obrigatório para a atividade catalítica. Originalmente, a região responsável pela 

dimerização foi sugerida como sendo similar à região que foi identificada para a 

guanilato ciclase particulada (Wilson e Chinkers, 1995). Trabalho recente mostrou 

que a região de contato entre as subunidades α1 e β1 ultrapassa 200 resíduos 

situando-se entre os aminoácios 204 e 408, e que dentro desta região existem dois 

sítios específicos de dimerização (204-244 e 379-408; Zhou et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1.  Representação esquemática da estrutura da guanilato ciclase solúvel. 

 

1.4.2 Isoformas e distribuição tecidual  

 Estudos sobre a expressão das subunidades da sGC em diferentes tecidos 

são raros. Budworth e colaboradores (1999) demonstraram uma distribuição 

bastante difundida das subunidades α1 e β1, corroborando assim com a idéia de que 

o heterodímero α1 e β1 é a forma predominante e ubiquamente expressa. Em ratos, a 

subunidade β2 é preferencialmente expressa em rins e fígado (Yuen et al., 1990). É 
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interessante que até o momento nenhum heterodímero contendo a subunidade β2 foi 

isolado de tecidos ou células (Pyriochou e Papapetropoulos, 2005), e as 

propriedades funcionais da subunidade β2 permanecem desconhecidas, uma vez 

que vários grupos têm falhado na tentativa de expressar um heterodímero α1β2 

cataliticamente ativo (Koesling et al., 2004). Alguns pesquisadores acreditam que a 

subunidade β2 pode atuar como inibidor da subunidade α1β1 (Gupta et al., 1997). A 

subunidade α2 foi detectada inicialmente no cérebro, placenta e útero (Budworth et 

al., 1999) e a sua co-expressão com a subunidade β1 gerou uma sGC com atividade 

similar a do heterodímero α1β1 demonstrando uma intercambialidade das isoformas 

das subunidades (Harteneck et al., 1991). 

 Assim, com a existência de duas subunidades α e duas subunidades β, em 

teoria, poderiam existir quatro heterodímeros αβ. Entretanto, até o momento 

somente duas isoformas foram demonstradas: a isoforma α1β1, enzima inicialmente 

purificada de pulmão, e a isoforma α2β1, mostrada principalmente em placenta 

humana (Russwurm et al., 1998). 

 

1.4.3 Ativação da guanilato ciclase pelo óxido nítr ico  

Existem vários modelos para explicar a ativação da sGC pelo NO, o mais 

simples deles ocorrendo em duas etapas: i) a ligação do NO na sexta posição 

coordenada do grupamento heme resulta em um complexo hexa-coordenado NO-

Fe2+-His e ii) a cisão subseqüente da ligação entre o ferro e a histidina leva à 

formação de um complexo nitrosil-heme penta-coordenado. A abertura da ligação 

entre a histidina e o ferro é considerada como gatilho para a mudança 

conformacional que resulta na ativação da enzima (Esquema 2). 

 Recentemente, um modelo mais complexo da ativação da sGC pelo NO foi 

sugerido. Zhao e colaboradores (1999) investigaram uma outra cinética de ativação 

da sGC pelo NO, e geraram dados mostrando que a transição do complexo hexa-

coordenado para o penta-coordenado depende da concentração de NO presente. 

Isto resulta em um modelo onde o NO não ativa a enzima somente por se ligar ao 

grupamento heme, mas também regula a atividade através da ligação com um 

segundo sítio, 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 sítio adicional sugerido de NO 

como desnecessário. Atualmente estes dois modelos são 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 concentrações fisiológicas de ATP e GTP podem modular a transição 

do complexo penta para o hexacoordenado, e podem modular também a taxa de 

dissociação do NO do grupamento heme. Assim, estes nucleotídeos podem ser 

incluídos em um modelo ainda mais complexo de ativação da guanilato ciclase pelo 

NO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2 . Ativação da guanilato ciclase solúvel pelo NO (modificado de Hobbs, 
1997). Ver texto para detalhes. 
 
 
1.4.4 Localização subcelular  

  Inicialmente acreditava-se que a sGC fosse inteiramente citosólica, e por 

isso ela foi chamada de “solúvel”. Entretanto, algumas evidências recentes têm 

mudado a designação desta enzima como puramente citosólica. Em corações de 

rato, aproximadamente 1/5 da isoforma α1β1 se encontra na fração de membrana. 

Adicionalmente, foi demonstrado que a ativação de plaquetas ou de células 

endoteliais de pulmão inicia a translocação da sGC para a membrana plasmática 

através de uma via de sinalização envolvendo íons cálcio (Zabel et al., 2002). A 

associação da sGC à membrana é funcionalmente importante, tornando a enzima 
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mais sensível ao NO, como indicado pelo deslocamento à esquerda da curva dose-

resposta com doadores de NO em sGC associada à membrana versus a fração 

citosólica (Zabel et al., 2002). Outros tecidos, incluindo córtex cerebral, glândula 

adrenal e músculo esquelético, também contêm sGC associada à 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 

músculo liso. A exposição das células endoteliais a ativadores como a bradicinina 

promove o recrutamento da sGC para o complexo HSP-90/NOS-3. Assim a 

existência de um complexo NOS-3/sGC/HSP-90 pode facilitar a transferência do NO 

da NOS-3 para sGC, otimizando o processo de sinalização. Entretanto, a 

importância fisiológica desta interação ainda é assunto de investigação e debate. 

 Adicionalmente à associação da isoforma α1β1 à membrana, como dito 

anteriormente, a subunidade α2 da sGC pode ser encontrada na membrana fazendo 

interação com a proteína PSD-95 (do inglês postsynaptic density protein-95; 

Russwurm et al., 2001). Por aproximar várias enzimas de sinalização, a PSD-95 é 

responsável pela formação de unidades de sinal de transdução (transducisomes; 

para revisão ver Garner et al., 2000; Sheng e Pak, 2000). A interação da PSD-95 

com outras proteínas é mediada principalmente por três domínios PDZ. Os domínios 

PDZ atuam como adaptadores moleculares, que na maioria dos casos interage com 

a porção carboxi terminal da outra proteína. Dados recentes sugerem que a PSD-95 

pode interagir com vários membros da via de sinalização NO/cGMP. Um dos 

domínios PDZ da proteína PSD-95 interage com receptores NMDA (Kornau et al., 

1995), e foi achado também que um segundo domínio PDZ interage com a NOS-1 

(nNOS; Brenman et al., 1996). Finalmente, foi demonstrado que a isoforma α2β1 da 

guanilato ciclase “solúvel” interage com o terceiro domínio PDZ da PSD-95 

(Russwurm et al., 2001; Esquema 3). A importância funcional deste complexo 

quaternário ainda não é clara, mas ele aponta para um processo de sinalização 

eficiente, econômico e compartimentalizado. 

 Baseado em todos estes achados, a denominação de guanilato ciclase 

solúvel está se tornando insustentável. Assim, uma nova nomenclatura já foi 

sugerida, e ao invés de guanilato ciclase solúvel e particulada elas seriam chamadas 
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de guanilato ciclase sensível ou insensível ao NO (Russwurm e Koesling, 2002; 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 3 . Complexo de sinalização receptor NMDA, óxido nítrico sintase-1 (NOS-
1) e guanilato ciclase “solúvel” (modificado de Koesling et al., 2004). 
 

1.5 cGMP e sinalização intracelular  

 A importância da guanilato ciclase é revelada pelo amplo espectro de 

eventos biológicos regulados pelo cGMP, que incluem respostas da retina a 

estímulos luminosos, olfato, formação de esteróides, transporte iônico nos rins e no 

intestino, regulação da concentração intracelular de cálcio livre (importante para a 

agregação plaquetária), regulação da contratilidade do músculo cardíaco, do 

músculo liso não-vascular e também do vascular (base para o desenvolvimento de 

drogas revolucionárias como o citrato de sildenafil – Viagra®). Além disso, 

disfunções na produção ou respostas ao cGMP estão associadas a situações 

patológicas, como no choque endotoxêmico, na diarréia secretória e na hipertensão, 

dentre outras (para revisão ver Schmidt et al., 1993; Brioni et al., 2002; Sharma, 

2002) 

 Existem pelo menos três proteínas intracelulares receptoras para o cGMP, 

as fosfodiesterases (PDEs), os canais de cátions abertos por cGMP e proteínas 

quinase dependentes de cGMP (PKG) que pertencem a uma família de proteínas 

PSD
95

NOS-1 (nNOS)

Receptor NMDA

αααα2ββββ1

Membrana
plasmática



                                                                                                       Introdução 

 

15

quinases serina/treonina, responsáveis por grande parte dos efeitos do cGMP 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Esquema 4. Mecanismos de sinalização da via NO-sGC- cGMP. O óxido nítrico 
(NO) produzido endogenamente pelas enzimas NO sintases (NOS) ou liberado a 
partir de doadores de NO ativa a guanilato ciclase solúvel (sGC) levando a um 
aumento da síntese de cGMP. Este mensageiro intracelular, por sua vez, modula a 
atividade da proteína quinase dependente de cGMP (PKG), canais iônicos e 
fosfodiesterases. Estes efetores estão envolvidos em vários processos do sistema 
cardiovascular e nervoso.  
 

 O tônus da musculatura lisa é regulada pelo cálcio celular, o qual ativa a 

miosina quinase de cadeia leve (MLCK, do inglês myosin light chain kinase) 

dependente de cálcio/calmodulina (CaM), levando à fosforilação da cadeia leve de 

miosina (MLC, do inglês, myosin light chain) com conseqüente contração. A via do 

NO causa relaxamento por estimular a guanilato ciclase, aumentando a produção de 

cGMP e ativando a PKG. A PKG gera relaxamento por mecanismos que ainda não 

são totalmente definidos, e que podem incluir: a) redução na concentração de cálcio 

citosólico, tanto por um aumento na exportação de cálcio como por reduzir a 

mobilização de cálcio mediada por inositol trifosfato (IP3), b) a defosforilação da 

cadeia leve da miosina, por ativação de fosfatases ou pela manutenção da MLCK 
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em uma forma fosforilada que não é passível de ativação pela cálcio-calmodulina 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

1.6 Sepse e Guanilato ciclase  

 
 No que tange à sepse, foi demonstrado que a inibição da guanilato ciclase 

restaurou a reatividade de vasos “endotóxicos” (isto é, incubados com LPS in vitro 

ou obtidos de animais injetados com LPS) à noradrenalina (Fleming et al., 1991) e 

aumentou a pressão arterial e melhorou vários parâmetros cardiovasculares em 

animais sépticos (Zhang et al., 1995). O primeiro trabalho estudando a inibição da 

guanilato ciclase na sepse humana foi feito em 1992 (Schneider et al., 1992). Uma 

infusão de curta duração de azul de metileno (um inibidor da guanilato ciclase) 

mostrou-se consistentemente capaz de melhorar a redução no tônus vascular e a 

função cardíaca 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 cardíacas (Levin et al., 2004). Dois 
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estudos usaram infusões contínuas de azul de metileno em choque séptico humano 

e ambos mostraram resultados favoráveis (Brown et al., 1996; Kirov et al., 2001). 

Outro estudo mostrou efeitos vasculares favoráveis, mas recomendou cautela por 

causa da diminuição da oxigenação arterial (Gachot et al., 1995). Talvez a relação 

entre a guanilato ciclase e a sepse tenha que ser revista, já que a sepse humana 

dura normalmente dias e não 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 depressão cardíaca (Daemen-Gubbels et al., 1995), a inibição da 

guanilato ciclase é ainda uma interessante possibilidade terapêutica, mesmo que 

parte da sua ativação possa ser independente do NO (Wu et al., 1998). 

Diferentemente dos inibidores das NOS, os inibidores da guanilato ciclase não 

devem interferir com a capacidade do hospedeiro em combater os microrganismos 

invasores, já que os efeitos antimicrobianos de NOS-2/NO não dependem da 

guanilato ciclase (Nathan et al., 2000). Com base nestas informações, alguns 

pesquisadores julgam necessária a realização de um estudo clínico 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 

utilização deste composto, até que houvesse evidências mais claras de que isto 

poderia trazer benefícios. Fica claro portanto a necessidade de cautela, até porque 

alguns trabalhos mostram que a inibição desta via de sinalização pode aumentar a 

resistência vascular pulmonar piorando a oxigenação arterial, um efeito que pode ter 

conseqüências dramáticas, 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 

que avaliam os efeitos do azul de metileno na sepse, é uma série de evidências na 

literatura mostrando que a exposição crônica de cultura de células ao óxido nítrico 

pode modular tanto a atividade como a expressão 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 está 
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cronicamente exposto a altas concentrações de NO, é bastante plausível supor que 

estes pacientes apresentem alterações na funcionalidade da enzima guanilato 

ciclase. Portanto estas possíveis alterações podem ser o motivo da dualidade de 

resultados em relação à eficácia e segurança na utilização de inibidores desta 

enzima na sepse.  
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2.1 Hipótese 

  
 Será que o excesso de óxido nítrico produzido durante a sepse pode afetar a 

funcionalidade da enzima guanilato ciclase? 

 

2.2 Objetivo geral 

  
 Considerando que a sepse é uma resposta inflamatória bastante complexa e 

em constante mudança, e diante da controvérsia a respeito da utilidade e segurança 

de inibidores da enzima guanilato ciclase para o tratamento da sepse, o 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 alterações hemodinâmicas que ocorrem durante a sepse. 

 

2.3 Objetivos específicos 

 

a) Avaliar a produção de óxido nítrico e a instalação de alterações cardiovasulares 

em modelos de sepse experimental (injeção de LPS e ligadura e perfuração do 

ceco). 

 

b) Caracterizar o envolvimento do óxido nítrico e da enzima guanilato ciclase na 

instalação da hiporeatividade a vasoconstritores após a injeção de LPS. 

 

c) Avaliar o padrão de responsividade a doadores de óxido nítrico em diferentes 

tempos após a injeção de LPS ou após a cirurgia de perfuração e ligadura do ceco. 

 

d) Verificar a funcionalidade da guanilato ciclase através incubação de tecidos 

retirados de animais sépticos com doadores de NO (ativador da enzima) e posterior 

mensuração do produto da enzima (cGMP). 

 

e) Determinar o padrão de expressão da enzima guanilato ciclase solúvel após a 

injeção de LPS ou após a cirurgia de pefuração e ligadura do ceco. 
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f) Avaliar se eventuais alterações na funcionalidade da enzima guanilato ciclase são 

decorrentes da produção exacerbada de óxido nítrico. 

 

g) Caracterizar o efeito de um inibidor da enzima guanilato ciclase, o azul de 

metileno, sobre as alterações cardiovasculares induzidas pela injeção 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. 
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3.1 ANIMAIS 

 
Foram utilizados ratos Wistar fêmeas, 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 

(12/12 h) controlados automaticamente. Os animais tiveram livre acesso à 

alimentação e água até o momento do experimento. Todos os procedimentos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética para Uso de Animais (CEUA/UFSC) e estão de 

acordo com as Diretrizes de Cuidados com Animais de Laboratório dos Institutos 

Nacionais de Saúde, dos Estados Unidos da América (NIH; USA). 

 

3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

3.2.1 Avaliação da pressão arterial em ratos 

 Neste estudo, utilizamos o modelo de medida direta da pressão 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 associação dessas drogas é capaz de gerar uma anestesia profunda, sem 

nenhuma depressão cardiovascular ou respiratória aparente, com padrão de 

resposta para vasoconstritores melhor do que o obtido com outros anestésicos 

clássicos, como por exemplo, a uretana (Gratton et al., 1995). Nos experimentos 

mais prolongados, pequenas doses de reforço (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, os animais foram posicionados em decúbito dorsal 

sobre uma mesa cirúrgica aquecida (temperatura entre 35 e 36º C). Em todos os 

experimentos, a veia femoral esquerda foi dissecada para a inserção de uma agulha 

acoplada a uma cânula de polietileno (PE 50) e seringa. Esse acesso venoso foi a 

via de administração para muitos dos compostos utilizados. Imediatamente após a 

canulação da veia femoral, 30 UI de heparina sódica, diluída em 100 µl de solução 

salina tamponada com fosfato, segundo a formulação de Dulbecco (PBS, composto 
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por, em mM: NaCl 137, KCl 2,7, KH2PO4 1,5, NaHPO4 8,1; pH 7,4), foi injetada pela 

via intravenosa para prevenir a formação de coágulos e a obstrução das cânulas. 

Para facilitar a respiração espontânea, todos os animais foram submetidos a 

traqueostomia. Na sequência, a artéria carótida esquerda foi localizada e, de forma 

cuidadosa e rápida, separada do nervo vago e tecidos adjacentes. O fluxo 

sanguíneo da artéria carótida foi interrompido na extremidade distal através da 

ligadura com fio de sutura, enquanto o fluxo da extremidade proximal foi 

temporariamente suprimido por compressão com uma pinça curva. Um pequeno 

corte foi realizado na região medial da porção da artéria carótida clampeada, 

servindo como via de inserção de um catéter de polietileno (Angiocath, número 19), 

devidamente heparinizado, o qual foi firmemente amarrado na artéria e conectado 

ao transdutor de pressão interligado a um equipamento de análise de pressão 

arterial Digi-Med (Modelo 190, NY, EUA). Os valores de pressão arterial média 

(PAM), sistólica e diastólica (em mmHg) e da frequência cardíaca (em batimentos 

por minuto, bpm) foram registrados a cada 10 segundos em um computador 

(sistema operacional Windows 98TM, Microsoft Corporation, EUA) por um software 

de integração Digi-Med (Modelo 200).  

 A administração intravenosa dos compostos de interesse, bem como a 

avaliação das respostas cardiovasculares em nossos experimentos in vivo, foi 

iniciada entre 20 a 30 minutos após o término da manipulação cirúrgica. Esse 

período mostrou-se suficiente para a estabilização da pressão arterial média, 

geralmente elevada pelo estresse cirúrgico.  

Os agentes vasoativos estudados foram dissolvidos em PBS e administrados 

lentamente (volume final de 50 µl). Imediatamente após, mais 150 µl de PBS eram 

injetados para garantir que nenhum resíduo da droga em uso permanecesse na 

cânula de polietileno. A injeção lenta de 200 µl de PBS, por si só, não foi capaz de 

alterar a pressão arterial média, o que nos garantiu que os efeitos observados eram 

realmente resultados das ações das drogas administradas. 

A responsividade vascular, tanto para agentes vasoconstritores como 

vasodilatadores, geralmente foi avaliada através da injeção (subsequente) de três 

doses crescentes do composto em estudo. A elevação ou redução da pressão 

arterial média iniciava-se imediatamente após a administração dos compostos 
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vasoativos, perdurando por períodos entre 10 segundos a 4 minutos, sendo o pico 

do efeito observado sempre ao longo do primeiro minuto.  

 Ao término dos experimentos, todos os animais foram sacrificados através da 

administração intravenosa de altas doses de xilocaína. 

 

3.2.2 Indução do quadro de endotoxemia 

 O choque endotoxêmico foi induzido através da injeção intraperitonial de 

lipopolissacarídeo (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 Indução do quadro de septicemia através da ligadura  e perfuração do 

ceco (CLP) 

 Os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina (90/15 mg/kg, i.p.). Em 

seguida foram submetidos a uma laparotomia com incisão de aproximadamente 1 

cm e subseqüente exposição e ligadura não-obstrutiva do ceco, abaixo da válvula 

íleo-cecal. Para indução da septicemia o ceco dos animais foi perfurado (5 ou 20 

vezes) com agulhas 18G, seguido de leve compressão para assegurar a saída de 

conteúdo intestinal. Após a perfuração do ceco o intestino era recolocado na 

cavidade abdominal e a musculatura e a pele suturadas. Após a sutura, os animais 

receberam 2 ml de salina s.c. para reposição fluídica (Benjamin et al., 2000) e foram 

mantidos em ambiente aquecido até a recuperação da anestesia (60 a 120 minutos). 

Os animais controles foram submetidos aos mesmos procedimentos cirúrgicos não 

sofrendo, contudo, perfurações e ligadura no ceco (animais falso-operados ou 

sham). 

 

3.2.4 Dosagem de nitrato e nitrito (NO x) 

 A metodologia utilizada para a dosagem dos valores de NOx já foi descrita 

detalhadamente (Granger et al., 1990). Basicamente, o plasma foi diluído 1:1 com 

água de Milli-Q e desproteinizado pela adição de sulfato de zinco (2%). Para a 

conversão do nitrato para nitrito, as amostras foram incubadas a 37º C durante 2 

horas, em presença da nitrato redutase expressa em Escherichia coli cultivada em 
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anaerobiose. Após o período de incubação, as amostras foram centrifugadas para a 

remoção da bactéria, sendo 100 µl do sobrenadante misturados com o mesmo 

volume de reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 10% de ácido fosfórico/0,1% 

de alfa-naftil-etilenodiamina em água de Milli-Q) em placas de 96 poços para leitura 

a 540 nm num leitor de placas. Curvas padrão de nitrito e nitrato (0 a 150 µM) foram 

realizadas simultaneamente. Como, nestas condições, a conversão de nitrato para 

nitrito foi sempre maior que 90%, não foi realizada nenhuma correção dos 

resultados. Finalmente, por meio de regressão linear, os valores foram expressos 

como µM de NOx (nitrato e nitrito). 

 

3.2.5 Dosagem de cGMP  

 Em tempos determinados os animais foram sacrificados e exsanguinados, e o 

pulmão direito e a aorta torácica foram retirados. Um fragmento de tecido pesando 

aproximadamente 100 mg foi picado em pedaços de aproximadamente 1 mm3 e 

incubado com isobutil-metilxantina (IBMX, um inibidor não seletivo de 

fosfodiesterases, 0,1 mM) por 15 min a 37 ºC em uma solução balanceada de sais 

de Hanks (138 mM NaCl; 5,3 mM KCl; 0,44 mM KH2PO4, 0,4 mM MgSO4; 0,49 mM 

MgCl2; 1,26 mM CaCl2; 0,34 mM Na2HPO4; 4,2 mM NaHCO3, e 5,5 mM D-glucose). 

Então, nitroprussiato de sódio (SNP, 100 µM) ou PBS foram adicionados, e a 

incubação seguiu por mais 10 minutos. Ao término deste tempo, os tecidos foram 

rapidamente congelados e homogenizados em ácido tricloroacético gelado (6%, 1 

ml) em um homogenizador do tipo Potter de vidro. Os homogenatos foram então 

centrifugados (4000 x g, 4º C, 30 min) por 30 minutos, o sobrenadante coletado e 

lavado 4 vezes com éter etílico saturado com água (1,6% v/v). As amostras foram 

liofilizadas, e o cGMP foi dosado por ELISA utilizando-se um kit comercialmente 

disponível (Amersham Pharmacia Biotech, São Paulo, SP, Brasil), seguindo-se as 

instruções do fabricante. Este método permite a dosagem de cGMP em uma faixa de 

50 a 12.800 fmol/poço, sendo baseado na competição entre o cGMP da amostra e 

cGMP conjugado a uma peroxidase na ligação a um anticorpo específico para 

cGMP. A quantidade total de proteína foi dosada pelo método de Bradford. Os 

resultados são expressos como picomoles de cGMP por miligrama de proteína. 
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3.2.6 RT-PCR 

 A extração do RNA total foi realizada através da homogenização dos tecidos 

em 1 ml de reagente TRIzol (Invitrogen). Foram adicionados 200 µl de clorofórmio ao 

homogenato, sendo este posteriormente submetido à agitação e centrifugação 

(14.000 rpm, 15 min, 4 ºC). A fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um 

novo tubo, ao qual foi adicionado 500 µl de álcool isopropílico. O conteúdo do tubo 

foi misturado por inversão e posteriormente mantido em repouso a temperatura 

ambiente por 10 min. A mistura foi centrifugada (14.000 rpm, 15 min, 4 ºC), sendo o 

precipitado resultante ressuspenso em 1 ml de etanol gelado. Após centrifugação 

(10.000 rpm, 5 min, 4 ºC), o precipitado contendo RNA foi dissolvido em água 

tratada com 0,1 % de dietilpirocarbonato (DEPC), sendo a concentração e a pureza 

determinadas em espectrofotômetro pela absorbância a 260 nm. O RNA foi 

aliquotado e estocado em freezer a –70 ºC até o momento do uso. 

A reação da transcrição reversa (RT) foi realizada através da enzima Moloney 

Murine Leukemia Virus (M-MULV) (Invitrogen). Amostras contendo 1 µg de RNA 

total foram incubadas com 2 U de inibidor de RNase (RNAsin, PROMEGA), dNTPs 

0,5 mM, 10 U da enzima e água-DEPC para completar o volume. A mistura foi 

submetida à temperatura de 20o C por 10 min, 42o C por 45 min e 95o C por 5 min. A 

concentração do cDNA de cada amostra foi determinada por espectrofotômetro 

(absorbância à 260 nm). 

Os produtos de cDNA obtidos pela técnica de RT foram amplificados com a 

enzima Taq DNA polimerase, juntamente com dNTPs e MgCl2 0,5 mM e os primers 

específicos para cada subunidade da enzima guanilato ciclase. As condições da 

reação foram as seguintes: 95°C por 90 s, 35 ciclos  a 95°C por 30 s, 45°C por 60 s, 

e 72°C por 26 s. Os seguintes primers foram utiliza dos para amplificar o cDNA da 

subunidade α1 da guanilato ciclase sensível ao NO: (GenBank nº acesso. U60835): 

senso, 5’-GAAATCTTCAAGGGTTATG-3’ (1527–1545), e anti-senso, 5’-

CACAAAGCCAGGACAGTC-3’ (2335–2352). O primer utilizado para amplificar a 

subunidade β1 da enzima guanilato ciclase sensível ao NO foi: (GenBank nº 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 α1 
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e 284 para a subunidade β1. Os primers para gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH) foram usados para validar cada reação de cDNA e para estimativa final de 

mRNA. Os produtos finais do PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose a 3,5% corado com brometo de etídio. Os produtos finais foram 

fotografados para a análise dos resultados. O experimento foi repetido três vezes. 

 

3.2.7 Imunoeletroforese para guanilato ciclase solú vel (Western blot ) 

 

 Nesses experimentos, os tecidos (pulmão de ratos) foram homogeneizados 

em tampão de homogeneização mantido a 4º C (composto por, em mM: sucrose 

320, Tris 10, EDTA 1, PMSF 1 e DTT 1, em pH 7,5, contendo 10 µg/ml de aprotinina, 

leupeptina e inibidor de tripsina do feijão de soja). A separação de proteínas (50 

µg/poço) provenientes dos homogenatos teciduais foi feita por eletroforese em gel 

de poliacrilamida (8%) com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE). Terminado o 

período de corrida das amostras (1 h, 140 V, 25 mA) as proteínas foram transferidas 

do gel de migração para uma membrana de polifluoreto de vinilideno (PVDF) através 

da aplicação de corrente elétrica (15 V; 0,8 mA/cm2; 30 min). Em seguida, a 

membrana foi incubada em PBS/Tween (composto por NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, 

KH2PO4 1,5 mM e Na2HPO42H2O, contendo 0,05% de Tween-20, pH 7,4) com leite 

desnatado a 5%, pelo período de 1 hora à temperatura ambiente. Após lavagem 

com PBS/Tween a membrana foi incubada durante a noite à 4ºC, com anticorpo anti-

sGCβ1 (policlonal) de coelho (2 µg/ml, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

EUA). Ao término do período de incubação e lavagem com PBS/Tween (para 

retirada do excesso de anticorpo) as amostras foram incubadas com o anticorpo 

secundário anti-IgG ligado a biotina (Amershan, diluição 1:1000 em PBS/Tween). A 

seguir, a membrana foi novamente lavada com PBS/Tween e incubada com 

estreptavidina conjugada com peroxidase (Amersham, diluição 1:1000 em 

PBS/Tween) por 1 h em temperatura ambiente. A revelação da membrana foi feita 

através do kit de quimioluminescência ECL-Amersham®. 
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3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS - PARTE 1  

Nesta parte são discutidos os protocolos utilizados para investigação do 

padrão de expressão e funcionalidade da enzima guanilato ciclase em animais 

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

 

3.3.1 Avaliação dos efeitos da fenilefrina em anima is endotoxêmicos  

 Duas, oito ou vinte e quatro horas após 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 pressão arterial, como descrito no item 3.2.1. Respeitado o período 

de estabilização da pressão 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 -20º C para posterior dosagem de nitrato e nitrito (NOx). 

 

3.3.2 Avaliação do envolvimento da via óxido nítrico/guan ilato ciclase na 

instalação e manutenção da hiporeatividade à fenile frina em animais 

endotoxêmicos 

A produção excessiva de óxido nítrico durante a sepse é considerada de 

grande importância para o estabelecimento da hiporeatividade a agentes 

vasoconstritores existente nessa condição patológica. Da mesma forma, a 

participação da guanilato ciclase neste processo tem sido igualmente estabelecida. 

Entretanto, os conhecimentos que norteiam essa concepção 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 razão, nós investigamos a 

influência de um inibidor da NOS, L-NAME (inibidor não-seletivo da NOS; Rees et 

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

vasoconstritores em animais injetados com LPS. 

Os animais receberam duas injeções de L-NAME (55 µmol/kg; correspondente 

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

de LPS ou PBS. Esse protocolo experimental teve como principal objetivo prevenir a 
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grande produção de NO especialmente nas primeiras horas após a administração do 

LPS ou PBS.  

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

i.p.) os animais foram preparados para o registro da pressão 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 NOx (ver item 3.2.4) e cGMP (ver item 3.2.5.) respectivamente.  

 

3.3.3 Avaliação dos efeitos vasodilatadores de doad ores de óxido nítrico em 

animais endotoxêmicos 

Com objetivo de avaliar a funcionalidade da enzima guanilato ciclase solúvel 

em animais endotoxêmicos nós utilizamos doadores de NO como ferramenta 

farmacológica para ativar a guanilato ciclase e aumentar a produção de cGMP com 

consequente vasodilatação e redução da pressão arterial média. 

 Os animais foram anestesiados e preparados para o registro da pressão 

arterial 2, 8 ou 24 horas após o tratamento com LPS (12,5 mg/kg, i.p.) ou PBS (1,0 

ml/kg, i.p.), como descrito no item 3.2.1. Respeitado o período de estabilização da 

pressão arterial média, as respostas vasodilatadoras para trinitrato de glicerila (10, 

100 e 1000 nmol/kg; i.v.), nitroprussiato de sódio (3, 10 e 30 nmol/kg; i.v.) ou SNAP 

(10, 100 e 1000 nmol/kg, i.v.) foram avaliadas. 

 

3.3.4 Avaliação da produção de cGMP em resposta a e stimulação da enzima 

guanilato ciclase solúvel com nitroprussiato de sód io em pulmão ou 

aorta de animais endotoxêmicos 

Para um estudo mais detalhado da funcionalidade da enzima guanilato ciclase 

sensível ao NO, nós avaliamos a formação do produto da enzima, cGMP, após 

estímulo com um doador de NO, nitroprussiato de sódio. Assim, nos tempos de 8 ou 

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

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 Análise do padrão de expressão da enzima guanilato ciclase solúvel em 

animais endotoxêmicos através de RT-PCR e imunoelet roforese 

Alguns trabalhos na literatura relatam que a exposição de células a doadores 

de óxido nítrico ou LPS podem reduzir a expressão da guanilato ciclase sensível ao 

NO (Ujiie et al., 1994; Filippov et al., 1997; Scott e Nakayama, 1998a; Scott e 

Nakayama, 1998b). Assim, resolvemos estudar o padrão de expressão da enzima 

guanilato ciclase solúvel em uma condição de alta produção de NO, como a que 

acontece nos animais endotoxêmicos. 

Para isso, 8 ou 24 horas após 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 -70º C até o momento da realização do RT-PCR ou 

imunoeletroforese para a guanilato ciclase solúvel, como descrito nos itens 3.2.6 e 

3.2.7 respectivamente. 

 

3.3.6 Inibição da enzima guanilato ciclase solúvel em ani mais endotoxêmicos 

Em seguida resolvemos avaliar o efeito de um inibidor da enzima guanilato 

ciclase sobre a hiporeatividade a fenilefrina em diferentes tempos após a injeção de 

LPS. Para isso, 2, 8 ou 24 horas após 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 pressão arterial 

média. Respeitado o período de estabilização, os efeitos pressóricos da fenilefrina 

(3, 10 e 30 nmol/kg, i.v.) foram avaliados e, imediatamente após o desaparecimento 

dos efeitos da última dose de fenilefrina, administramos azul de metileno (10 mg/kg, 

i.v.) ou PBS (1,0 ml/kg). Quinze a trinta minutos após esse tratamento as respostas 

vasculares à fenilefrina foram novamente avaliadas. 

 

 

3.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS - PARTE 2  

Nesta parte são discutidos os protocolos utilizados para avaliação do padrão 

de expressão e funcionalidade da enzima guanilato ciclase no modelo de CLP, bem 

como a correlação do estado da enzima com a eficácia do tratamento com azul de 

metileno.  
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3.4.1 Determinação da letalidade do modelo de ligad ura e perfuração do ceco  

em ratos 

 Diferentes grupos de animais (n = 10 a 12) foram submetidos à 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 perfurações: 5 ou 20 

furos. Após a realização da cirurgia, os animais foram observados em intervalos de 

no mínimo 6 e no máximo 12 horas pelo período de 5 dias e a letalidade 

quantificada. Para fins de índice de letalidade não foram considerados aqueles 

animais que morreram antes da recuperação completa da anestesia. 

 

3.4.2 Avaliação das alterações cardiovasculares em animais submetidos à 

cirurgia de ligadura e perfuração do ceco 

 Para estudar as alterações hemodinâmicas induzidas pelo procedimento 

cirúrgico CLP, os animais foram anestesiados e preparados para o registro da 

pressão arterial média e frequência cardíaca 12, 24 e 48 horas após a realização da 

CLP ou da cirurgia falsa (falso-operados, controle). Respeitando o período de 

estabilização, os valores de pressão arterial média e frequência cardíaca foram 

registrados. Avaliamos também os efeitos vasculares da fenilefrina (3, 10 e 30 

nmol/kg, i.v.) e angiotensina II (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 -20º C para a posterior dosagem de NOx. 

 

3.4.3 Avaliação da temperatura corporal em animais submetidos à cirurgia de 

ligadura e perfuração 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 termômetro 

digital Powerpack® (ET-16, Taiwan), que utiliza raios infravermelhos para medir 

energia emitida pelo tímpano e tecidos ao seu redor transformando os valores em 

temperatura (ºC). 

 



                                                                                       Material e Métodos 

 

33

 

3.4.4 Avaliação da produção de cGMP em resposta a e stimulação da enzima 

guanilato ciclase solúvel com nitroprussiato de sód io em pulmão ou 

aorta de animais submetidos à cirurgia de ligadura e perfuração do 

ceco 

Assim como nos animais endotoxêmicos, a funcionalidade da enzima guanilato 

ciclase também foi avaliada no modelo de CLP. Assim, 12, 24 ou 48 horas após 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 Análise do padrão de expressão da enzima guanilato ciclase solúvel 

em animais submetidos à cirurgia de ligadura e perf uração do ceco 

através de RT-PCR e imunoeletroforese 

Nos tempos de 12, 24 ou 48 horas após o procedimento cirúrgico de CLP, os 

animais foram sacrificados e uma amostra de tecido pulmonar retirada e 

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

para a guanilato ciclase solúvel, como descrito nos itens 3.2.6 e 3.2.6 

respectivamente. Animais falso-operados foram utilizados como controle. 

 

3.4.6 Avaliação dos efeitos do azul de metileno sob re as alterações 

cardiovasulares em animais submetidos à cirurgia de  ligadura e 

perfuração do ceco 

 Para avaliar os efeitos de um inibidor da enzima guanilato ciclase solúvel, nas 

alterações cardiovasculares em diferentes tempos após o procedimento CLP, nós 

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

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

freqüência cardíaca. Respeitado o período de estabilização, os efeitos pressóricos 

da fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/kg, i.v.) ou angiotensina II (3, 10 e 30 pmol/kg) foram 

avaliados e imediatamente após o desaparecimento do efeito da última dose do 

agente vasoconstritor, administramos azul de metileno (10 mg/kg, i.v.) ou PBS (1,0 
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ml/kg). Quinze a trinta minutos após esse tratamento as respostas vasculares à 

fenilefrina ou angiotensina II foram novamente avaliadas. Os valores de pressão 

arterial média e freqüência cardíaca basal também foram registrados antes e depois 

da administração de azul de metileno ou PBS. 

 

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

submetidos à cirúrgia de perfuração e ligadura do c eco  

 Após o procedimento cirúrgico de CLP os animais foram divididos em três 

grupos. Um grupo recebeu azul de metileno (10 mg/kg s.c.) no tempo de 8 horas 

após o procedimento cirúrgico. Outro grupo recebeu azul de metileno (10 mg/kg s.c.) 

20 horas após a cirurgia. No terceiro grupo, falso-operado, a metade dos animais 

recebeu PBS (veículo) no tempo de 8 horas e a outra metade no tempo de 20 horas 

após o CLP. A sobrevida foi avaliada ao longo de 5 dias. 

 

3.5 COMPOSTOS E REAGENTES UTILIZADOS 

As seguintes substâncias foram utilizadas neste estudo: NaCl, KCl, CaCl2, 

MgSO4, KH2PO4, NaHCO3, NaHPO4, EGTA, D-glucose, ácido acético, ácido 

fosfórico, nitroprussiato de sódio, nitrato de sódio, nitrito de sódio (todos comprados 

da Merck, Brasil); heparina sódica e trinitrato de glicerila (doada pela Cristália 

Produtos Farmacêuticos, São Paulo, SP); L-NAME, Tris-HCl, PMSF, DTT, 

aprotinina, leupeptina, inibidor de tripsina, glicina, Tween-20, anticorpo anti-IgG de 

coelho, tioglicolato, sulfanilamida, alfa-naftil-etilenodiamina, fenilefrina, angiotensina 

II, histamina, sulfanilamida, isobutil-metilxantina, lipopolissacarídeo de E. coli 

(sorotipo O111:B6), todos comprados da Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA; 

isobutil-metilxantina (IBMX, da Sigma;  doação do Prof. Dr. João Batista Calixto,  

UFSC) anticorpo anti-sGCβ1  (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); cetamina 

(Parke-Davis, São Paulo, SP, Brasil); xilazina (RonpumTM, Bayer; São Paulo, SP, 

Brasil); Os sais e reagentes utilizados para preparo de soluções foram dissolvidos 

em água Milli-Q. Os estoques de angiotensina II foram preparados em HCl (0,01 N). 

Todos os compostos foram diluídos para uso em PBS estéril, exceto a IBMX, que foi 

preparada e utilizada em solução de DMSO. 
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3.6 ANÁLISE DOS RESULTADOS E TESTES ESTATÍSTICOS 

 Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média 

(E.P.M.). A análise estatística foi realizada pela análise de variância 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 não-pareadas (comparações 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 

análise estatística das curvas de sobrevida e cálculo da média de sobrevida foi 

utilizado o teste de logrank. As diferenças entre as curvas representativas de cada 

grupo experimental foram consideradas significativamente diferentes para p< 0,05.  

A análise de duas vias foi feita utilizando-se o pacote estatístico Statistica® (StatSoft 

Inc., Tulsa, OK, EUA) e o demais testes estatísticos foram realizados com  o 

programa GraphPad Prism (San Diego, CA, USA).  
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4.1 Caracterização do índice de mortalidade em animais submetidos à cirurgia 

de ligadura e perfuração do ceco 

 Os animais submetidos à cirurgia de CLP apresentaram piloereção, tremores, 

sangramento ocular, prostração, atonia muscular e diminuição da movimentação, 

sinais da instalação do estado de sepse. O tempo de latência e a intensidade desses 

sinais dependeram do número de perfurações executadas (dados não 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 após o procedimento 

cirúrgico, 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 análise. Um padrão 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 análise. 
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Figura 1. Sobrevida de ratos após a cirurgia de lig adura e perfuração do ceco . 
Diferentes grupos de animais (n = 10) foram submetidos a um número variado de 
perfurações no ceco, conforme está indicado na legenda. Após a cirurgia e a 
completa recuperação da anestesia, os animais foram mantidos com livre acesso à 
água e ração. Os animais do grupo controle foram submetidos a anestesia e 
abertura do abdome, mas não sofreram a ligadura e perfuração do ceco (Falso-
operado). A sobrevida foi avaliada ao longo de 4 dias. (* p < 0,05 em relação ao 
grupo falso-operado, # p < 0,05 em relação ao grupo CLP 5 furos; comparados pelo 
teste log-rank, n = 20). 
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Figura 2. Temperatura corporal de ratos após a ciru rgia de ligadura e 
perfuração do ceco . Diferentes grupos de animais (n = 10) foram submetidos a um 
número variado de perfurações no ceco, conforme está indicado na legenda. Após 
cirugrgia e a completa recuperação da anestesia, os animais foram mantidos com 
livre acesso à água e ração. Os animais do grupo controle foram submetidos a falsa 
cirurgia. A temperatura foi avaliada ao longo de 4 dias. * p < 0,05, em relação ao 
grupo falso-operado (círculos abertos) (ANOVA de uma via para medidas repetidas 
seguida pelo teste t de Bonferroni). 
 

4.2 Caracterização da produção de óxido nítrico e alter ações cardiovasculares 

em modelos de sepse experimental 

 

Ratos endotoxêmicos 

 Neste estudo a injeção de LPS não alterou os valores de pressão arterial 2, 8 

ou 24 horas após sua administração, mas aumentou a freqüência cardíaca no tempo 

de 8 horas após a injeção de LPS (Tabela 1). A injeção de LPS aumentou 

significativamente os níveis plasmáticos de nitrato/nitrito (NOx, um indicativo da 

produção de NO; Figura 3). O aumento dos níveis 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 

redução de 40 a 50% na resposta vasoconstritora à fenilefrina, caracterizando assim 
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a chamada hiporeatividade a agentes vasoconstritores. O padrão de hiporeatividade 

à fenilefrina foi muito parecido em todos os tempos avaliados (Figura 4). 
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Figura 3. Concentração plasmática de nitrato e nitr ito (NO x) no plasma de ratos 
endotoxêmicos.  Amostras de sangue foram coletadas após a injeção de LPS (12,5 
mg/kg, i.p.) nos tempos indicados, para quantificação do NOx. Os resultados 
representam a média ± erro padrão da média, n= 4-6. * p<0,05, em relação ao tempo 
zero (ANOVA de uma via seguida pelo test t de Bonferroni). 
 

 

Tabela 3: Efeito da injeção de LPS na pressão arter ial e freqüência cardíaca de 

ratos.  

Tempo após a injeção de LPS ou PBS  

2 horas 8 horas 24 horas 

Grupos  PAM 
(mmHg) 

FC 
(bpm) 

PAM 
(mmHg) 

FC 
(bpm) 

PAM 
(mmHg) 

FC 
(bpm) 

PBS 100,1 ± 2,1 239 ± 10 98,6 ± 2,1 240 ± 7 95,4 ± 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. 95,6 ± 4,1 235 ± 8 N.D. N.D. 

Os animais foram preparados para o registro da pressão arterial média (PAM) e 
freqüência cardíaca (FC) 2, 8 e 24 horas após a injeção de LPS (12,5 mg/kg, i.p.) ou 
PBS. Grupos separados receberam injeções de L-NAME (55 µmol/kg, i.p.), uma e 
seis horas após a injeção de LPS ou PBS. Os resultados representam a média ± 
erro padrão da média de 6 a 8 animais. * p < 0,05, em relação ao grupo PBS. 
(ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni). N.D.: não determinado 
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Figura 4: Efeitos da fenilefrina na pressão arteria l 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 após a administração 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 padrão da média de 7 a 15 
animais. * p < 0,05, em relação ao grupo controle (PBS). (ANOVA de uma via 
seguida pelo teste t de Bonferroni). 
 
 

Ratos submetidos à cirurgia de ligadura e perfuraçã o do ceco  

Diferentemente do modelo LPS, os animais submetidos ao CLP 

apresentaram um quadro hipotensivo já em 12 horas e com queda progressiva até 

pelo menos 48 horas. Os animais falso-operados mantiveram o mesmo valor de 

pressão arterial em todos os tempos do estudo (Figura 5, Painel A). A freqüência 

cardíaca dos animais submetidos ao CLP sofreu elevação em 12 horas, atingindo 

valores similares ao controle 48 h após o procedimento cirúrgico (Figura 5, Painel B). 

A mensuração da concentração plasmática de NOx, outro parâmetro  

utilizado para confirmação do estado de sepse, revelou valores aumentados já em 

12 horas após CLP (Figura 6). Estes valores permaneceram altos por pelo menos 48 

horas. Os animais falso-operados não apresentaram aumento dos níveis de NOx, 

quando comparados aos animais que não foram submetidos a nenhum tipo de 

procedimento cirúrgico. 
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Figura 5: Pressão arterial média e frequência cardí aca mensurada em animais 
submetidos à cirurgia de ligadura e perfuração do c eco. Os animais foram 
preparados para o registro da pressão arterial média (Painel A) e freqüência 
cardíaca (Painel B) 12, 24 e 48 horas após a CLP (20 furos), conforme indicado na 
legenda. Os animais pertencentes ao grupo controle (círculos abertos) foram 
submetidos à falsa cirurgia. Os resultados representam a média ± erro padrão da 
média de 6 a 8 animais. * p < 0,05, em relação ao grupo controle (círculo aberto) 
(teste t Student para amostras não pareadas). 
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Figura 6: Concentrações plasmáticas de NO x de ratos submetidos à cirurgia de 
ligadura e perfuração do ceco . Amostras de sangue foram coletadas 12, 24 e 48 
horas após a CLP (20 furos, barras pretas) e processadas para a quantificação da 
concentração de NOx pelo método de Griess. As barras abertas referem-se ao grupo 
falso-operado. Os resultados representam a média ± erro padrão da média de 6 a 15 
animais. * p < 0,05, em relação ao grupo controle (barra aberta) (ANOVA de uma via 
seguida pelo teste t de Bonferroni). 
 
 
 

Além da hipotensão progressiva e da taquicardia inicial, os animais 

submetidos ao CLP apresentaram uma menor resposta vasoconstritora à fenilefrina 

e à angiotensina II, sendo este efeito constante durante todo o período de análise 

(12, 24 e 48 horas após CLP; Figura 7 e 8).  
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Figura 7: Efeitos da fenilefrina e angiotensina II sobre a pressão arterial média 
de animais submetidos à cirurgia de ligadura e perf uração do ceco . Os animais 
foram preparados para o registro da PAM 12, 24 e 48 horas após a CLP (20 furos), 
conforme indicado na legenda, e tiveram os efeitos da fenilefrina (Painel A) e 
angiotensina II (Painel B) avaliados. Os animais pertencentes ao grupo controle 
(barras abertas) foram submetidos à falsa cirurgia. Os valores representam a média 
± erro padrão da média de 6 a 10 experimentos. * p < 0,05, em relação ao  grupo 
controle (barra aberta) (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni).  
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Figura 8. Registros da pressão arterial média de ra tos anestesiados mostrando os efeitos da fenilefrin a em animais 
falso-operado e submetidos à cirurgia de ligadura e  perfuração do ceco. Os animais foram preparados para o registro da 
pressão arterial média 12, 24 e 48 horas após a CLP (20 furos), conforme indicado na Figura, e tiveram os efeitos da 
fenilefrina avaliados. O animal falso-operado foi submetido à cirurgia (sem a ligadura e perfuração do ceco) 24 horas antes. 
 
 



 
4.3 Caracterização do envolvimento da via óxido nítrico /guanilato ciclase na 

hiporeatividade a fenilefrina em ratos endotoxêmico s 

 A injeção de LPS, além de aumentar os níves de NOx no plasma (Figura 3 e 

Figura 9, Painel A), foi também capaz de aumentar a produção de cGMP (Figura 9, 

Painel B). Além disso, o tratamento dos animais com um inibidor não seletivo da 

enzima óxido nítrico sintase, o L-NAME, bloqueou totalmente a produção de óxido 

nítrico e cGMP (Figura 9, Painéis A e B), bem como preveniu a instalação do quadro 

de hiporeatividade (Figura 9, Painel C).  
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Figura 9. Elevação da concentração de nitrato/nitri to (NO x) no plasma e de 
cGMP no pulmão de ratos endotoxêmicos e sua inibiçã o pelo tratamento com 
L-NAME. Painel A: Oito horas após a injeção de PBS (barra abertas) ou LPS (barras 
fechadas; 12,5 mg/kg i.p.) em ratos, o sangue foi coletado para dosagem de NOx. 
Grupos separados receberam injeções de L-NAME (55 µmol/kg, i.p.), uma e seis 
horas após a injeção de LPS (barras hachuradas) ou PBS. Painel B: Oito horas após  
a injeção de PBS (barras abertas) ou LPS (barra fechadas) os animais foram 
sacrificados, um fragmento de pulmão foi coletado (~ 100 mg), rapidamente 
congelado e homogenizado em ácido tricloroacético. Os homogenatos foram 
centrifugados, o sobrenadante coletado, lavado quatro vezes com solução saturada 
de éter e o cGMP mensurado por ELISA. Grupos separados receberam injeções de 
L-NAME (55 µmol/kg, i.p.), uma e seis horas após a injeção de LPS (barras 
hachuradas) ou PBS. Os resultados representam a média ± erro padrão da média, 
n= 3-6. * p < 0,05, em relação ao grupo PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste 
t de Bonferroni). 
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4.4 Avaliação da funcionalidade da enzima guanilato cic lase solúvel em 

modelos de sepse experimental. 

  

Ratos endotoxêmicos  

 Em seguida, para avaliar a funcionalidade da enzima guanilato ciclase 

durante este quadro de produção de altos níveis de NO, utilizamos doadores de 

óxido nítrico como ferramenta farmacológica para ativar a enzima guanilato ciclase 

sensível ao NO e aumentar a produção de cGMP, com conseqüente vasodilatação e 

queda na pressão arterial média. A resposta vasodilatadora para trinitrato de 

glicerila, nitroprussiato de sódio 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 análise mais refinada sobre o estado da enzima guanilato ciclase 

solúvel, avaliamos a capacidade de formação do produto da enzima, o cGMP, após 

estimulação com doador de óxido nítrico. A incubação in vitro de fragmentos de  

pulmão ou aorta retirados de animais controle com nitroprussiato de sódio, gerou um 

aumento de 10 e 20 vezes nos níveis de cGMP, respectivamente. Entretanto, em 

tecidos de animais injetados com LPS 8 horas antes, o nitroprussiato de sódio falhou 

em aumentar os níveis de cGMP. Em contraste, o acúmulo de cGMP induzido por 

nitroprussiato de sódio nos tecidos de animais injetados com LPS 24 horas antes foi 

semelhante àqueles obtidos em animais controle (Figura 11). 
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Figura 10. Efeito do LPS na resposta vasodilatadora  a doadores de NO . Duas 
(Painel A), 8 (Painel B) ou 24 horas (Painel C) após a injeção de LPS (12,5 mg/kg, 
i.p., barras fechadas) ou PBS (barras abertas) os animais foram preparados para 
registro de pressão arterial. Doses crescentes de trinitrato de glicerila, nitroprussiato 
de sódio ou SNAP foram injetadas (i.v.) e a variação na pressão arterial foi 
registrada. Os resultados representam a média ± erro padrão da média, n=8. 
*p<0,05, em relação ao grupo PBS (teste t Student para amostras não pareadas). 
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Figura 11. Produção de cGMP em resposta a estimulaç ão da enzima guanilato 
ciclase solúvel com nitroprussiato de sódio em pulm ão ou aorta de ratos 
injetados com PBS ou LPS . Oito ou 24 horas após a injeção com LPS (12,5 mg/kg, 
i.p.) ou PBS, os animais foram sacrificados, um fragmento de pulmão (Painel A) ou 
de aorta torácica (Painel B) foi retirado e incubado com nitroprussiato de sódio (SNP; 
100 µM; 10 min, barras fechadas) ou PBS (barras abertas) na presença de isobutil-
metilxantina (inibidor inespecífico de fosfodiesterases, 0,1 mM). Os tecidos foram 
rapidamente congelados e homogenizados em ácido tricloroacético. Os 
homogenatos foram centrifugados, o sobrenadante coletado, lavado quatro vezes 
com solução saturada de éter, e o cGMP mensurado por ELISA. Os resultados 
representam a média ± erro padrão da média, n= 3-6. * p < 0,05, em relação ao 
grupo PBS/SNP (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni). 
 

Ratos submetidos à cirurgia de ligadura e perfuraçã 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 após o procedimento 

cirúrgico (Figura 12). 

 A incubação in vitro com nitroprussiato de sódio do tecido pulmonar ou da 

aorta retirados dos animais falso-operados, gerou um aumento de 10 vezes nos 
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níveis de cGMP. Entretando, em tecidos de animais submetidos ao CLP 12 horas 

antes, o nitroprussiato de sódio falhou em elevar os níveis de cGMP. Em contraste, o 

acúmulo de cGMP induzido por nitroprussiato de sódio nos tecidos de animais 

submetidos ao CLP 24 ou 48 horas antes foi semelhante àqueles obtidos em 

animais controle (falso-operados, Figura 13). 
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Figura 12. Efeitos do nitroprussiato de sódio sobre  a pressão arterial média de 
ratos submetidos à cirurgia de ligadura e perfuraçã o do ceco . Doze (Painel A), 
24 (Painel B) ou 48 horas (Painel C) após o CLP (barras fechadas) ou falsa cirurgia 
(barras abertas), os animais foram preparados para o registro da pressão arterial. 
Doses crescentes de nitroprussiato de sódio foram injetadas (i.v.) e a variação na 
pressão arterial foi registrada. Os resultados representam a média ± erro padrão da 
média, n=8. * p < 0,05, em relação ao respectivo grupo PBS (teste t Student para 
amostras não pareadas). 
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Figura 13. Produção de cGMP em resposta a estimulaç ão da enzima guanilato 
ciclase solúvel com nitroprussiato de sódio em pulm ão ou aorta de ratos 
submetidos à cirurgia de ligadura e perfuração do c eco . Doze, 24 ou 48 horas 
após o procedimento cirúrgico (CLP e falso-operados), os animais foram 
sacrificados, um fragmento do pulmão (Painel A) ou da aorta torácica (Painel B) foi 
retirado e incubado com nitroprussiato de sódio (SNP; 100 µM; 10 min, barras 
fechadas) ou PBS (barras abertas) na presença de isobutil-metilxantina (inibidor 
inespecífico de fosfodiesterases, 0,1 mM). Os tecidos foram rapidamente congelados 
e homogenizados em ácido tricloroacético. Os homogenatos foram centrifugados, o 
sobrenadante coletado, lavado quatro vezes com solução saturada de éter, e o 
cGMP mensurado por ELISA. Como não houve diferença entre os diferentes tempos 
nos animais falso-operado eles foram agrupados em um único grupo controle. Os 
resultados representam a média ± erro padrão da média, n= 3-6. * p < 0,05, em 
relação ao grupo PBS/SNP (ANOVA de uma via seguida pelo test t de Bonferroni). 
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4.5 Caracterização do envolvimento do óxido nítrico nas  alterações da 

funcionalidade da enzima guanilato ciclase solúvel induzidas pela injeção 

de LPS 

Em seguida avaliamos o envolvimento do NO na alteração da funcionalidade 

da guanilato ciclase solúvel. Para tanto, após a injeção de LPS, os animais foram 

tratados com L-NAME, e no tempo em que ocorre o prejuízo na resposta da enzima 

(8 horas após o LPS), foram avaliados tanto a resposta vasodilatadora, como o 

acúmulo de cGMP no tecido pulmonar após estímulo com doadores de NO. O 

tratamento com L-NAME previne tanto a perda da resposta vasodilatadora ao 

trinitrato de glicerila, como a redução na produção de cGMP após estímulo com SNP 

(Figura 14). 
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Figura 14. Efeito do L-NAME nas alterações da respo sta vasodilatadora e da 
produção de cGMP a doadores de NO induzidas pela in jeção de LPS . Painel A: 
Oito horas após a injeção de LPS (12,5 mg/kg, i.p., barras fechadas) ou PBS (barras 
abertas), os animais foram preparados para o registro da pressão arterial. Grupos 
adicionais receberam injeções de L-NAME (55 µmol/kg, i.p.; barras hachuradas), 
uma e seis horas após a injeção de LPS ou PBS.  Em cada um desses grupos  
doses crescentes de trinitrato de glicerila foram injetadas (i.v.) e a variação na 
pressão arterial foi registrada. Painel B: Um fragmento do pulmão dos mesmos 
animais mostrados no Painel A foi retirado e incubado com nitroprussiato de sódio 
(SNP; 100 µM; 10 min, barras fechadas) ou PBS (barras abertas) na presença de 
isobutil-metilxantina (inibidor inespecífico de fosfodiesterases, 0,1 mM). Os tecidos 
foram rapidamente congelados e homogenizados em ácido tricloroacético. Os 
homogenatos foram centrifugados, o sobrenadante coletado, lavado quatro vezes 
com solução saturada de éter, e o cGMP mensurado por ELISA. Os resultados 
representam a média ± erro padrão da média, n= 3-6. Painel A; * p < 0,05, em 
relação ao grupo PBS. Painel B; * p < 0,05, em relação ao grupo PBS/SNP (ANOVA 
de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni). 
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4.6 Avaliação do perfil de expressão da enzima guanilat o ciclase solúvel  

 

Ratos endotoxêmicos  

Para avaliar se o prejuízo na resposta da guanilato ciclase sensível ao NO 

seria conseqüência da redução no conteúdo protéico da enzima, avaliamos os níveis 

de mRNA (através de RT-PCR) e da proteína (Western blot) após a injeção de LPS. 

Nos pulmões obtidos de ratos injetados com LPS 8 horas antes, os níveis de mRNA 

para a subunidade α1 permaneceram inalterados quando comparados com os 

animais controle, mas aumentaram em aproximadamente 50% 24 horas após a 

injeção de LPS (Figura 15, Painel A). Os níveis de mRNA para subunidade β1 

apresentaram um aumento já em 8 horas, e um aumento ainda mais expressivo 24 

após a injeção de LPS (Figura 15, Painel B). Em relação aos níveis protéicos, a 

injeção de LPS causou uma redução no tempo de 8 horas, mas os níveis de 

proteína foram similares ao controle 24 horas após o LPS (Figura 15, Painel C). 
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Figura 15. Efeito do LPS nos níveis de mRNA e prote ína para sGC em pulmão 
de ratos.  Oito e 24 horas após a injeção de LPS (12,5 mg/kg, i.p., barras fechadas) 
ou PBS (barras abertas) os ratos foram sacrificados e o pulmão coletado. Painel A: 
produto do RT-PCR e a razão entre a subunidade α1 e o GAPDH, obtido por 
densitometria. Painel B: produto representativo do RT-PCR e a razão entre a 
subunidade β1 e o GAPDH, obtido por densitometria. Painel C: imunoeletroforese 
representativa para subunidade β1 da guanilato ciclase solúvel e densitometria. Cada 
barra representa a média ± erro padrão da média, n = 3. * p < 0,05, em relação ao 
grupo PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni). 
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Ratos submetidos à cirurgia de ligadura e perfuraçã o do ceco 

 Avaliamos também a o padrão de expressão da enzima guanilato ciclase nos 

animais submtidos ao procedimento de CLP. Diferente do que foi observado no 

modelo LPS, não houve queda dos níveis protéicos na fase inicial do processo 

séptico. Pelo contrário, foi observado um aumento na expressão da enzima nos 

tempos de 24 e 48 horas após o procedimento de CLP (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Avaliação dos níveis da proteína sGC em pulmão de ratos  
submetidos à cirurgia de ligadura e perfuração do c eco.  Doze, 24 ou 48 horas 
após o procedimento cirúrgico (CLP e falso-operados), os animais foram sacrificados 
e o pulmão coletado. Painel A: Imunoeletroforese representativa para subunidade β1 
da guanilato ciclase solúvel. Painel B: densitometria. Cada barra representa a média 
± erro padrão da média, n = 4. * p < 0,05, em relação ao grupo PBS (ANOVA de uma 
via seguida pelo teste t de Bonferroni). 
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4.7 Efeito da inibição da enzima guanilato ciclase solú vel na hiporeatividade a 

vasoconstritores em modelos de sepse experimental  

  

Ratos endotoxêmicos  

 Com base nas alterações de atividade e expressão da enzima 

guanilato ciclase observadas após a injeção de LPS, resolveu-se estudar o efeito do 

azul de metileno sobre a hiporeatividade à fenilefrina induzida por LPS em diferentes 

tempos. A análise da Figura 4 mostra que a hiporeatividade à fenilefrina em animais 

injetados com LPS 2 ou 8 horas antes, é idêntica a dos animais que receberam LPS 

24 horas antes, mostrando que o prejuízo na resposta vasoconstritora à fenilefrina 

permanece constante, pelo menos nas primeiras 24 horas após a injeção de LPS. O 

azul de metileno foi capaz de reverter a perda da resposta à 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 não alterou a resposta a vasoconstritores em 

animais controle (dados não 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 prejuízo na produção de cGMP induzido por 

SNP (Figura 11) e com uma redução nos níveis da proteína guanilato ciclase solúvel 

(Figura 15, Painel C).  

Portanto, a injeção de LPS gera um importante aumento na produção de 

óxido nítrico, que por sua vez altera a funcionalidade da enzima guanilato ciclase, e 

isto parece determinar a eficiência 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 à fenilefrina induzida 
por LPS . Duas (Painel A), 8 (Painel B) ou 24 horas (Painel C) após a injeção de LPS 
(12,5 mg/kg, i.p, barras fechadas) ou PBS (barras abertas), os animais foram 
preparados para o registro da pressão arterial. Doses crescentes de fenilefrina foram 
injetadas e a variação na pressão arterial média registrada. Após a injeção da última 
dose de fenilefrina os animais receberam uma injeção de azul de metileno (10 mg/kg 
i.v., barras hachuradas) ou PBS. Trinta minutos após a injeção de azul de metileno 
ou PBS outra curva dose resposta para fenilefrina foi realizada e as variações na 
pressão arterial novamente registradas. Os resultados representam a média ± erro 
padrão da média, n=6. * p < 0,05, em relação ao grupo PBS. # p < 0,05, em relação 
ao grupo LPS (ANOVA de duas vias seguida pelo test t de Bonferroni). 
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Ratos submetidos à cirurgia de ligadura e perfuraçã o do ceco 

 Avaliamos também o efeito do azul de metileno sobre a hiporeatividade a 

vasoconstritores em diferentes tempos após o procedimento de CLP. O azul de 

metileno foi capaz de reverter a hiporeatividade tanto à fenilefrina como à 

angiotensina II 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 à fenilefrina e 
angiotensina II em animais submetidos à cirurgia de  ligadura e perfuração do 
ceco.  Doze (Painel A), 24 (Painel B) ou 48 horas (Painel C) após o procedimento 
cirúrgico, os animais foram preparados para o registro da pressão arterial. Doses 
crescentes de fenilefrina ou angiotensina II foram injetadas e a variação na pressão 
arterial média registrada. Após a injeção da última dose de fenilefrina os animais 
receberam uma injeção de azul de metileno (10 mg/kg i.v., barras hachuradas) ou 
PBS. Trinta minutos após a injeção de azul de metileno ou PBS outra curva dose 
resposta para fenilefrina ou angiotensina foi realizada e as variações na pressão 
arterial novamente registradas. Os resultados representam a média ± erro padrão da 
média, n=6. * p < 0,05, em relação ao grupo PBS. # p < 0,05, em relação ao grupo 
LPS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni). 
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4.8 Efeito da inibição da enzima guanilato ciclase solúvel sobre a hipotensão 

e taquicardia induzidas em ratos pela cirurgia de l igadura e perfuração do 

ceco 

 Avaliamos o efeito do azul de metileno sobre as alterações hemodinâmicas 

induzidas pelo procedimento de ligadura e perfuração do ceco. Como já mostrado 

anteriormente, após o CLP os animais apresentam uma queda progressiva da 

pressão arterial. O azul de metileno foi capaz de normalizar os valores de pressão 

arterial média somente no tempo de 48 horas, falhando todavia em reverter a 

hipotensão observada no tempo de 12 e 24 horas após o CLP (Figura 19, Painel A). 

O azul de metileno não modificou o curso das alterações dos valores de freqüência 

cardíaca dos animais submetidos ao CLP em nenhum dos tempos avaliados (Figura 

19, Painel B). Em concordância com outros relatos da literatura (Keaney et al., 1994; 

Cheng e Pang, 1998), o azul de metileno não alterou a pressão arterial e a 

freqüência cardíaca de animais controle (dados não mostrados).  
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Figura 19. Efeito do azul de metileno sobre a press ão arterial média e a 
freqüência cardíaca de animais submetidos à cirurgi a de ligadura e perfuração 
do ceco.  Os animais foram preparados para o registro da pressão arterial média e 
freqüência cardíaca 0, 12, 24 e 48 horas após o procedimento cirúrgico, conforme 
indicado na legenda. Os dados apresentados no grupo controle (barras abertas) 
representam os animais falso-operados. Os valores representam a média ± erro 
padrão da média de pelo menos 6 experimentos. * p < 0,05, em relação ao grupo 
controle (barra aberta) (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni). 
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4.9 Efeito da inibição da enzima guanilato ciclase solúvel sobre a 

mortalidade de ratos submetidos à cirurgia de ligad ura e perfuração do 

ceco 

 

 A fim de verificar se o padrão do efeito do azul de metileno sobre a 

hiporeatividade a vasoconstritores poderia ter implicações no resultado final do CLP, 

avaliamos o efeito desta droga sobre o índice de mortalidade dos animais neste 

modelo. Após o procedimento cirúrgico, os animais foram divididos em três grupos: 

um grupo controle, um grupo que recebeu uma única injeção de azul de metileno 8 

horas após a cirurgia e outro grupo que recebeu azul de metileno 20 horas após a 

cirurgia. A mortalidade foi avaliada ao longo de 5 dias. O índice de mortalidade geral 

no grupo CLP que recebeu salina foi 25% ao final da análise. Quando o azul de 

metileno foi injetado 8 horas após 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 após 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 à 
cirurgia de perfuração e ligadura do ceco (CLP). Os animais foram submetidos ao 
procedimento cirúrgico de perfuração e ligação do ceco (CLP). Após a cirurgia, os 
animais foram divididos em três grupos. Um grupo recebeu azul de metileno (10 
mg/kg, s.c.) no tempo de oito horas após o procedimento cirúrgico. Outro grupo 
recebeu azul de metileno (10 mg/kg, s.c.) 20 horas após a cirurgia. No terceiro 
grupo, controle, a metade dos animais recebeu PBS (veículo) no tempo de 8 horas e 
a outra metade no tempo de 20 horas após o CLP. Como não houve diferença entre 
estes dois subgrupos, eles foram agrupados. O grupo falso operado foi submetido à 
anestesia e abertura do abdome, mas não sofreu a ligadura e perfuração do ceco. A 
sobrevida foi avaliada ao longo de 5 dias. (* p < 0,05 em relação ao grupo CLP; 
comparados pelo teste log-rank, n = 20). 
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Em 1980, Furchgott and Zawadski descreveram um vasodilatador de 

músculo liso liberado de células endoteliais em resposta à acetilcolina. Sete anos 

mais tarde este fator relaxante derivado do endotélio (EDRF, do inglês endothelial-

derived relaxant factor) foi identificado como sendo o NO (Palmer et al., 1987). 

Iniciava-se a saga do NO. Poucos mediadores foram tão estudados em tão pouco 

tempo. O NO é considerado uma das maiores descobertas científicas do final do 

século XX, e todos os aspectos de sua química e biologia vem sendo extensamente 

estudados. A importância das descobertas acerca do NO, aclamado como “a 

molécula do ano” em 1992 (Koshland, 1992), rendeu o prêmio 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, utilizando macrófagos de 

camundongos, a produção de nitrato/nitrito em células de mamíferos in vitro em 

resposta ao lipopolissacarídeo bacteriano (LPS). Estava então demonstrada 

inequivocamente pela primeira vez a produção de óxidos de nitrogênio em células 

específicas de mamíferos. Imediatamente começaram a surgir vários trabalhos que 

implicavam os óxidos de nitrogênio em diversas funções fisiopatológicas. Destaca-se 

a demonstração feita por Hibbs e colegas (1987) de que a L-arginina era substrato 

para formação de nitrato e nitrito, e que este evento era necessário para 

citotoxicidade de macrófagos ativados contra células tumorais. 

Em pouco tempo vários modelos animais e dados clínicos em humanos 

forneceram evidências de um aumento na produção de NO na sepse. Citocinas 

associadas com a sepse (IL-1, IL-6, TNF-α, interferon-γ, IL-1β) e endotoxinas (como 

por exemplo LPS) induzem a expressão da NOS-2, aumentando a produção de NO 

(Salvemini et al., 1990; Nathan e Xie, 1994;  Liu et al., 1993). À luz da função do NO 

como vasodilatador endógeno e da observação do tônus vascular reduzido após a 

administração de endotoxina (LPS) ou citocinas pró-inflamatórias em animais, logo 

surgiu a idéia de uma função patogênica para o NO derivado da NOS-2 durante a 

sepse. Adicionalmente, animais deficientes de NOS-2 demonstram resistência a 

hipotensão e mortalidade induzidas por endotoxina (Gunnett et al., 1998, 

MacMicking et al., 1995). Juntos estes dados confirmavam que a expressão da 

NOS-2 e a conseqüente produção de NO contribuíam para vasodilatação excessiva, 
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hiporeatividade a vasoconstritores, aumento de permeabilidade vascular e 

depressão cardíaca, sendo todas estas, características clínicas de pacientes em 

choque séptico. 

Uma grande quantidade de mediadores é liberada durante a sepse, cada um 

deles com uma função proeminente (Brandtzaeg, 1996; Beishuizen et al., 1999). A 

medida que cada um destes mediadores é identificado, eles passam a ser 

estudados como potencial alvo terapêutico para sepse. Entretanto poucos 

mediadores geraram tanta expectativa no campo da sepse como o NO. Este gás de 

estrutura química simples, mostrou uma biologia complexa, podendo interagir com 

uma grande diversidade de alvos, modulando assim vários sistemas. O NO foi então 

acusado como grande vilão do quadro de sepse, e a utilização de inibidores da 

enzima da NOS parecia uma solução milagrosa para reduzir os altos índices de 

mortalidade desta doença. Como conseqüência, em pouco tempo após a descoberta 

do NO, um grande ensaio clínico utilizando L-NMMA (um inibidor não seletivo de 

NOS) foi realizado em pacientes com sepse. Apesar de alguns estudos iniciais 

bastante promissores (Grover, 1999) o trial prospectivo de fase III, 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 clínico tem sido severamente criticado pelo desenho 

inadequado do protocolo, que gerou um aumento da toxicidade, provavelmente pela 

inibição excessiva da NOS-3. Portanto, estes resultados frustrantes mostram 

somente que precisamos de um melhor entendimento da função do NO na sepse, 

bem como de suas vias de sinalização, antes de nos aventuramos em ensaios 

clínicos.  

A guanilato ciclase solúvel é um dos principais efetores do NO, principalmente 

no sistema cardiovascular. A ativação excessiva desta enzima pelo NO durante a 

sepse tem sido mostrada com uma das principais responsáveis pelo colapso 

hemodinâmico durante o quadro séptico. Assim, principalmente na última década, 

vários estudos têm focado a guanilato ciclase como alvo potencial para o 

desenvolvimento de novas drogas em patologias onde a alta produção de NO 

apresenta efeitos deletérios (Evgenov e Bjertnas, 2003). Alguns trabalhos em 
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animais têm demonstrado que o azul de metileno pode melhorar as condições 

hemodinâmicas de animais endotoxêmicos (Cheng e Pang, 1998; Paya et al., 1993; 

Keaney et al., 1994). Em 1992, Schneider e colaboradores demostraram um 

aumento na pressão arterial após injeção intravenosa in bolus de azul de metileno 

em pacientes com choque séptico. Adicionalmente, nove trabalhos clínicos foram 

publicados nos últimos 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 infusão de curta duração de azul 

de metileno em pacientes com choque séptico hiperdinâmico (Kirov et al., 2001). 

Sumarizando, estes estudos mostram que o azul de metileno pode aumentar a 

pressão arterial, melhorar a função cardíaca, manter o transporte de oxigênio e 

reduzir o suporte adrenérgico, trazendo à 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 lançado a indústria farmacêutica em uma busca persecutória por uma nova 

droga que atenda a esta necessidade. A cada mês aparecem inúmeros trabalhos na 

literatura com evidências de potenciais candidatos para o tratamento da sepse. 

Entretanto, até o momento praticamente nenhuma destas estratégias resultou em 

uma redução significante na mortalidade dos pacientes (Riedemann et al., 2003). 

Um bom exemplo é o anticorpo anti-TNFα. A injeção de LPS em ratos gera um 

aumento substancial dos níves de TNF-α circulante. Adicionalmente, a infusão de 

TNF-α induz sintomas característicos de sepse (Michie et al., 1988), ao passo que a 

imunização passiva com anti-TNF-α teve efeito protetor. Altos níves de TNF-α 

também foram achados no soro de humanos após a injeção intravenosa de LPS 

(Michie et al., 1988). Seguiram-se alguns trabalhos confirmando que o bloqueio do 

TNF-α protegia camundongos de choque endotóxico letal (Beutler et al., 1985; 

Tracey et al., 1986; Tracey et al., 1987). A despeito de todas estas evidências, o 

ensaio clínico subseqüente falhou em demonstrar a utilidade desta terapia na sepse 

humana ou em CLP de camundongos. Portanto, o surgimento de uma “nova” 

possibilidade terapêutica 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 já estão disponíveis.  

Entretanto, o melhor entendimento da ação de um fármaco implica 

necessariamente no entendimento do alvo de ação da droga e a falta deste 

entendimento pode trazer uma série de prejuízos sociais e econômicos. Um bom 

exemplo disso são os inibidores da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2). A indústria 

farmacêutica investiu consideráveis quantias de dinheiro em uma busca incessante 

por drogas que inibissem seletivamente a COX-2, com a certeza que seriam anti-

inflamatórios eficientes e desprovidos de efeitos colaterais. Entretanto, pouco tempo 

após a entrada destas drogas no mercado, veio a decepção. Primeiro, esta nova 

classe de drogas não mostrou melhor ação anti-inflamatória entre as drogas que já 

estavam no mercado, e segundo, o uso crônico de uma destas drogas (rofecoxib, 

Vioxx) desencadeou sérios problemas cardiovasculares, a ponto de ser retirada do 

mercado.  

Enquanto isso, “velhos” fármacos como a aspirina, ganham novas utilidades 

chegando a receber a denominação de substância “milagrosa” por ser benéfica não 

apenas na inflamação, mas em um número crescente de condições. Atualmente, 

além de ser usado como analgésico, anti-inflamatório e antipirético, a aspirina é 

muito utilizada em pacientes com insuficiência coronariana, para prevenção de 

trombos, devido a sua atividade anti-plaquetária. Além disso, tem sido apontada 

como possibilidade no tratamento de alguns tipos de câncer (ver, por exemplo, 

Harris et al., 2005) e ainda há evidências de que a aspirina também reduz o risco da 

doença de Alzheimer (ver Imbimbo, 2004). Em 2002, Amann e Peskar publicaram 

uma revisão descrevendo 5 mecanismos para a ação antiinflamatória da aspirina, o 

que é no mínimo curioso, já que o renomado cientista John R. Vane ganhou o 

prêmio Nobel em 1982, por elucidar o mecanismo de ação da aspirina. Isto mostra 

novamente, que muitas vezes, tão importante quanto descobrir novos fármacos é 

compreender melhor as que já temos. A medicina moderna pode ainda se beneficiar 

muito utilizando “velhos” fármacos para novas indicações. 

Portanto, baseado em experiências prévias fica evidente a necessidade de 

uma avaliação 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 alterações cardiovasculares durante a 

sepse, bem como o seu padrão de funcionalidade durante este processo. 

A alta produção de NO pela NOS-2 após a injeção de LPS é claramente 

observada através da mensuração dos níveis plasmáticos dos metabólitos estáveis 

do NO (nitrato/nitrito; NOx; Figura 3). A administração de toxinas exógenas (como 

LPS ou zymosan) é um modelo amplamente utilizado pela comunidade científica 

para estudar os efeitos consequentes da expressão da NOS-2 (Buras et al., 2005). A 

injeção de LPS, além de gerar um importante aumento na produção de NO, causa 

uma redução na resposta à fenilefrina (Figura 4), reproduzindo em animais algumas 

características clínicas do choque séptico. A análise da Figura 4 mostra que a 

hiporeatividade à fenilefrina já é evidente a partir de 2 horas, e permanece constante 

por pelo menos 24 horas.  

É importante chamar a atenção que os altos níveis de nitrato/nitrito, não 

necessariamente indicam a presença de altos nívies de NOS-2 produzindo NO 

ativamente. Diversos autores já investigaram em vários tecidos, o decurso do 

aparecimento da NOS-2 após a administração de uma única 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 4ª e 8ª hora após o LPS, atingindo valores muitos baixos na 24ª hora de 

endotoxemia. Através de imunoeletroforese, nosso laboratório demonstrou que há 

uma grande quantidade de enzima NOS-2 na aorta de ratos 8 horas após a 

administração de LPS. Por outro lado, na 24ª hora de endotoxemia, detectamos 

apenas uma pequena quantidade de NOS-2 na aorta dos animais (Silva-Santos et 

al., 2002). Assim os altos níveis de nitrato/nitrito observados nos tempos mais tardios 

devem ser interpretados com cuidado, não sendo tomados com índice de produção 

ativa de NO.  

Uma vez que o NO reage facilmente com tióis intracelulares, formando os S-

nitrosotióis (para revisão ver Butler e Rhodes, 1997 ou Hogg, 2002), é possível que a 

grande quantidade de NO produzida pela NOS-2 durante as primeiras horas de 

endotoxemia, interaja com tióis endógenos (como a glutationa) formando estoques 

intracelulares de nitrosotióis. Em períodos posteriores (como na 24ª hora após a 

injeção de LPS), quando não existe uma alta produção de NO (a julgar pela pequena 
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quantidade de NOS-2 encontrada na aorta), o NO pode ser liberado desses 

nitrosotióis.  

Mais recentemente, alguns trabalhos têm mostrado que o nitrato não é um 

metabólito tão estável como se imaginava, podendo ser convertido em NO 

novamente. Várias vias distintas têm sido implicadas neste processo de reciclagem. 

Interessantemente todas estas reações são enormemente acentuadas em condições 

de hipóxia. Portanto, durante a sepse, uma condição invariavelmente associada a 

uma má perfusão tecidual, este processo de reciclagem de NO pode ser 

fundamental para a manutenção dos efeitos do NO, mesmo na ausência de altos 

níveis da enzima NOS-2 (para revisão ver Lundberg e Weitzberg, 2005). 

Uma explicação, adicional é que devido à disfunção renal que ocorre nestes 

modelos de sepse (Buras et al., 2005), os metabólitos do NO (nitrato e nitrito) não 

são excretados e dessa maneira, acumulam no sangue. 

Outro ponto importante é que a hiporeatividade à fenilefrina é evidente já em 

2 horas após a injeção de LPS, momento que os níveis de nitrato/nitrito ainda são 

idênticos ao controle (comparar figuras 3 e 4). Entretanto trabalhos prévios 

demonstraram que o prejuízo na resposta a vasoconstritores ocorre 60 minutos após 

a injeção de LPS em ratos anestesiados, enquanto que o aumento na expressão da 

NOS-2 só pode ser detectado a partir de 4 horas após a injeção 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 terapêuticos que foram efetivos contra sepse em animais 

falharam em demonstrar benefícios similares em humanos (Riedemann, 2003). 

Várias razões podem ser apontadas para esta falha: i) a falta de definição clara do 

estágio do paciente para obter-se uma amostra homogênea no estudo; ii) 

heterogeneidade das populações estudadas em relação a idade, raça e co-

morbidades; e iii) a aplicação de uma terapia baseada em observações incorretas ou 

incompletas em modelos animais de sepse. 

O modelo de injeção de LPS é altamente reprodutível, permitindo administrar 

com precisão a mesma carga de toxina em todos os animais, sendo uma ferramenta 

prática para estudar alguns parâmetros inflamatórios. Entretanto, embora reproduza 

algumas características da sepse humana, como a hiporeatividade a 
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vasoconstritores e o aumento da produção de NO, a injeção de LPS é muito distante 

da condição observada na clínica. A injeção em bolus de LPS resulta em aumento 

rápido e transitório nos níveis de citocinas circulantes. É importante notar que a 

sepse clínica difere desta resposta por apresentar uma elevação prolongada de 

citocinas circulantes, cujas concentrações são várias ordens de magnitude abaixo 

dos modelos de endotoxina. Além disso, e talvez mais importante, a injeção de LPS 

não representa um processo infeccioso (Remick et al., 2000; Freise et al., 2001; 

Esmon, 2004; Buras et al., 2005). 

 Em decorrência destas limitações, a técnica de CLP tem ganhado 

popularidade por sua similaridade com a progressão da sepse humana. 

Notavelmente o perfil de citocinas obervado no modelo de CLP é semelhante ao 

obervado em pacientes, recriando as fases hemodinâmicas e metabólicas 

observadas na prática clínica (Remick et al., 2000). O modelo de CLP é considerado 

padrão de ouro na pesquisa de sepse, e mimetiza uma ruptura do apêndice ou 

perfuração intestinal. A técnica envolve uma laporotomia, exteriorização do ceco, 

ligação e perfuração da válvula íleo-cecal. Desta maneira, este procedimento cria 

uma perfuração intestinal com extravazamento do conteúdo cecal no peritônio, 

gerando uma infecção com microbiota diversa (para detalhes ver Buras et al., 2005; 

revisão muito interessante em que os autores discutem as vantagens e 

desvantagens de diferentes modelos de sepse). 

 Como evidenciado por diversos autores, o modelo de CLP empregado neste 

trabalho mostrou um índice de mortalidade que variou de acordo com o número de 

furos. Como a mortalidade nos animais que sofreram 5 furos foi de apenas 30%, o 

que tornaria difícil a visualização de manobras que levassem à possível redução 

deste valor, optamos por focar os experimentos com CLP 20 furos.  

 O desenvolvimento da sepse humana é dividido em duas fases 

hemodinâmicas distintas: a primeira fase (inicial) é conhecida como fase 

hiperdinâmica. Esta fase é caracterizada por uma baixa resistência periférica e 

aumento no débito cardíaco (Parker e Parrillo, 1983; Groeneveld et al., 1986). 

Durante a progressão da sepse o débito cardíaco cai e os valores de resistência 

vascular periférica permanecem baixos. A combinação de baixo débito cardíaco e 

diminuição da resistência vascular periférica bem como hiporeatividade a 
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vasoconstritores são características de choque séptico, e definem a segunda fase 

(tardia), conhecida como hipodinâmica da sepse (Abraham et al., 1983). 

 Embora não tenhamos avaliado o débito cardíaco, mas somente os valores 

de freqüência cardíaca, o modelo de CLP de 20 furos apresentou características 

hemodinâmicas muito similares às descritas no parágrafo anterior. Portanto, ocorre 

uma hipotensão progressiva e hiporeatividade a vasoconstritores (fenilefrina e 

angiotensina II), que foi constante durante todo o tempo de análise (Figura 7). Além 

disso, fica evidente um aumento da freqüência cardíaca nos tempos iniciais do CLP 

(Figura 5). Ainda mais interessante, em paralelo a estes eventos ocorre um 

expressivo aumento nos níveis de NOx, indicando uma elevada produção de NO 

(Figura 6). Estes eventos se assemelham às condições humanas, e confirmam que 

este modelo é confiável, relevante e de boa aplicabilidade para estudo da sepse. 

 Um ponto importante é que a hiporeatividade a vasoconstritores foi 

observada tanto para fenilefrina como angiontensina II, compostos que atuam em 

diferentes receptores, mostrando que este efeito é amplo e não parece se restringir a 

uma simples falha de ativação de um receptor específico.  

 No presente estudo a injeção de LPS não causou queda na pressão arterial 

dos ratos. Não temos uma boa explicação para este fato, mas outros grupos também 

têm falhado em demonstrar uma queda significativa na pressão arterial de ratos 

Wistar após a injeção de doses similares de LPS (15 mg/kg), embora tenham 

documentado um aumento na expressão da NOS-2, produdução de NO e TNF-α 

circulante (Lee et al., 2001; Yamaguchi et al., 2006). Os autores implicam a linhagem 

Wistar como responsável por esta resistência. 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 não ocorra uma produção de NO nem alterações 

cardiovasculares, estes animais apresentam uma resposta inflamatória induzida pelo 

procedimento. De maneira interessante, os animais CLP 20 furos não apresentaram 

um aumento de temperatura na mesma magnitude dos animais falso-operados ou 5 

furos (Figura 2). Talvez isto decorra de prejuízo na liberação, ou resposta aos 

mediadores responsáveis pela hipertermia, ou mais provavelmente, este efeito é 
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conseqüência do colapso cardiovascular. A análise das Figuras 2 e 5 mostra que os 

valores de temperatura corporal tornam-se mais baixos na medida que a hipotensão 

torna-se mais severa. Portanto, os animais submetidos ao CLP 20 furos não 

apresentam um quadro de hipertermia, provavelmente por apresentarem uma maior 

troca de calor com o meio ambiente, e este efeito deve ser conseqüência 

principalmente da vasodilatação excessiva. Estes dados tornam-se interessantes a 

luz de observações 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, vários autores têm mostrado que a hipotermia reduz a resposta 

imune e aumenta a incidência de complicações relacionadas à infecção (Russwurm 

et al., 2002). Mais ainda, o aumento de temperatura corporal é importante para 

induzir a expressão de heat shock proteins, que por sua vez previnem algumas 

disfunções durante a sepse. Villar e colaboradores, por exemplo, mostraram que o 

pré-tratamento térmico (15 minutos a 41ºC 18 h antes do CLP) reduz o dano 

pulmonar e a taxa de mortalidade, um efeito que parece estar relacionado com 

aumento da expressão da HSP-70 (Ribeiro et al., 1994).  

 Estudos em humanos ainda não definiram se a febre durante a sepse deve 

ou não ser controlada (Poblete et al., 1997; Gozzoli et al., 2001). Entretanto os 

dados obtidos até agora mostram a forte relação entre resposta inflamatória, 

processo infeccioso, alterações cardiovasculares, temperatura corporal e o 

prognóstico da doença, tornando fundamental a compreensão da relação destes 

processos. 

 Estando caracterizados alguns parâmetros do modelo experimental de 

choque séptico, voltamos a atenção para o padrão de funcionalidade da enzima 

guanilato ciclase solúvel durante o transcurso deste modelo. 

A utilização de um inibidor da enzima NOS bloqueou a produção de NO e 

cGMP após a injeção de LPS. Mais ainda, foi capaz de impedir o estabelecimento da 

hiporeatividade à fenilefrina. Portanto, estes dados corroboram vários trabalhos na 

literatura que mostram uma clara relação 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 produção 

de superóxido que acontece na resposta inflamatória pode oxidar as catecolaminas 

endógenas (adrenalina e noradrenalina) destruindo sua atividade biológica, 

resultando assim em prejuízo na resposta vasoconstritora (Macarthur et al., 2000). 

Entretanto, esta não parece ser uma boa explicação para a hiporeatividade 

observada nos nossos experimentos, uma vez que a fenilefrina, uma catecolamina 

cujo grupamento metila adicional em relação à noradrenalina confere certa 

resistência aos processos de oxidação, também apresenta prejuízo na resposta 

vasoconstritora. Mais ainda, a angiotensina II, um peptídeo cuja resposta não é 

afetada pelo stress oxidativo, também tem a resposta reduzida (Figura 7).  

Diante de evidências mostrando a relação entre produção de níveis altos de 

NO, ativação da guanilato ciclase e colapso cardiovascular, muitos grupos tem 

estudado a interação entre estes fatores. Assim, surgiram trabalhos mostrando que a 

exposição de anéis de artéria coronária bovina ou aorta de rato ou de células 

musculares lisas em cultura ao NO exógeno gerava um prejuízo na resposta 

vasodilatadora e na produção de cGMP (Henry et al., 1989; Papapetropoulos et al., 

1996). Na sequência, alguns grupos mostraram que a exposição de tecidos 

vasculares ou células de musculo liso vascular a citocinas ou endotoxinas também 

diminuía a resposta vasodilatadora, bem como a produção 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 produção endógena de NO pode 

modular negativamente a atividade da sGC.  

Diante deste cenário resolvemos então avaliar o estado funcional da enzima 

guanilato ciclase em uma condição in vivo de alta produção de NO, como a que 

acontece no choque endotóxico. Como pode ser visto na Figura 10, no tempo de 8 

horas após a injeção de LPS ocorre prejuízo 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 não pode ser atribuída a um 

problema de metabolização deste composto, uma vez que o nitroprussiato de sódio 

e o SNAP, que liberam NO não enzimaticamente mostram o mesmo padrão de 
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resposta. O achado de que a resposta vasodilatadora causada por altas 

concentrações 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 concentrações, o 

NO pode atingir outros alvos além da guanilato ciclase. Existem trabalhos, por 

exemplo, mostrando que o NO pode abrir canais de potássio através da nitrosilação 

de grupamentos sulfidrilas presentes em resíduos de cisteína destes canais 

(Bolotina et al., 1994, ver esquema 6), com decorrente hiperpolarização 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 após a injeção de LPS ocorre um prejuízo temporário na 

resposta vasodilatadora a doadores de NO.  

Este dado foi confirmado pelo achado de que o nitroprussiato de sódio é 

capaz de induzir um aumento de até 20 vezes na produção de cGMP em tecidos de 

animais controle ou tratados 24 h antes com LPS, mas falha em aumentar os níveis 

de cGMP em animais tratados com LPS 8 horas antes (Figura 11). O aumento na 

degradação de cGMP, em tecidos de animais tratados com LPS devido a uma maior 

atividade de fosfodiesterases, não é uma boa explicação para a falha do SNP em 

estimular a guanilato ciclase, uma vez que os experimentos foram realizados na 

presença de um inibidor de fosfodiesterases (IBMX).  

 Concordando com os dados obtidos em ratos endotoxêmicos, os animais 

submetidos ao CLP também demostraram uma menor resposta vasodilatadora ao 

nitroprussiato de sódio somente nos tempos iniciais do processo (12 horas após o 

CLP), novamente sugerindo um prejuízo na resposta da guanilato ciclase neste 

período (Figura 12). A avaliação da produção de cGMP pela guanilato ciclase após 

estímulo com SNP em tecidos retirados de animais CLP confirma esta hipótese 

(Figura 13).   

O mecanismo exato de inibição da enzima sGC ainda não é claro, mas os 

trabalhos citados anteriormente, bem como o fato de o prejuízo na resposta da 

guanilato ciclase ser coincidente com o pico de expressão da enzima NOS-2 (Silva-

Santos et al., 2002) e com a produção de NO (Figura 3) sugere que a produção de 

níveis elevados de NO após a injeção de LPS seja responsável 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 redução na produção de cGMP após estímulo com SNP 

(Figura 14). 

Embora o L-NAME seja um inibidor não-seletivo das NOS, ele é bastante 

específico. Assim uma potencial redução nos níveis do substrato da enzima 

guanilato ciclase, causada pelo LPS, também não é uma boa explicação 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 laboratório mostram que após a 

injeção de LPS ou a cirurgia de CLP, ocorre uma potencialização na resposta 

vasodilatadora da bradicinina (Silva-Santos et al, 2002). Este efeito ocorre inclusive 

em momentos em que há prejuízo na funcionalidade da enzima guanilato ciclase 

com conseqüente redução na resposta vasodilatadora a doadores de NO. É ainda 

mais interessante o fato de que tanto a potencialização da resposta da bradicinina 

como a redução da resposta a doadores de NO, dependem da produção 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 prejuízo na funcionalidade da guanilato ciclase, por outro, potencializa a resposta 

da bradicinina. Em conjunto, estes dados podem explicar a manutenção de uma 

baixa pressão arterial durante todo o período de sepse, mesmo na vigência de um 

prejuízo na resposta da guanilato ciclase. A hiperreatividade a bradicinina parece ser 

mediada pela abertura de canais de potássio. Mais ainda, estes dados mostram que 

embora o resultado final seja a hipotensão, os mecanismos envolvidos neste 

processo variam no transcorrer da sepse. 

A química do NO é bastante complexa, entretanto sua compreensão é 

fundamental para endenter seus efeitos. Para decifrar um pouco desta complexidade 

e enorme gama de efeitos do NO é importante realçar que suas ações nos sistemas 

biológicos são dependentes de sua concentração, de diferentes taxas de produção 

(Esquema 6), bem como do seu estado redox (Esquema 7). 
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Esquema 6 . Concentração de NO e ativação de diferentes vias de sinalização 
intracelular.  (Modificado de McAndrew et al., 1997). 
 

 Dentre as três formas redox de NO (NO-, NO•, NO+), somente a forma NO• é 

ativador efetivo da guanilato ciclase solúvel (Dierks e Burstyn, 1996). A ativação da 

enzima pelo NO envolve uma ligação 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 reação do NO com alvos moleculares diz respeito à ligação 

do NO+ com grupamento tiol para formar S-nitrosotióis (R-SNO) (Stamler, 1994). 

Esta nitrosação do grupamento tiol, mais conhecida como “S-nitrosilação”, pode 

causar modificação pós-transducional para modular a função de proteínas (Hess et 

al., 2005) de maneira independente da via sGC-cGMP.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 7 . Alvos do óxido nítrico (Modificado de Broillet, 1999). 

 

 A ligação de NO a estes grupamentos tióis em geral exige concentrações de 

NO mais elevadas do que aquelas necessárias para ativar a sGC (Esquema 6). 

Portanto, em condições de elevada produção de NO, como as que acontecem 

durante um quadro clínico de sepse e que podem facilmente ser reproduzidas em 

modelos animais (Figuras 3 e 6), a nitrosilação de proteínas pode representar um 

papel muito importante. Alguns trabalhos mostram que a expressão da NOS-2 

coincide com o aumento da nitrosilação de proteínas (Eu et al., 2000; Marshall e 

Stamler, 2002), o que sugere que o NO, adicionalmente à ligação ao grupamento 

heme, pode modular a atividade da guanilato ciclase através de nitrosilação de 

grupamentos tióis da enzima. Tseng e colaboradores (2000), por exemplo, 

demonstraram que o NO pode ativar a guanilato ciclase solúvel através da ligação a 

grupamentos tióis presentes em resíduos de cisteína, os quais são totalmente 

independentes do grupamento heme (Tseng et al., 2000). 
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Mais interessante ainda é que no início da década de 80, alguns trabalhos já 

apontavam a importância de grupamentos sulfidrilas na modulação da atividade da 

guanilato ciclase (Brandwein et al., 1981; Braughler, 1983). Braughler propôs um 

modelo hipotético interessante, onde existem duas classes de grupamentos 

sulfidrila. Uma classe, chamada de -SHA, estaria envolvida na ativação 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 -SHB, seria importante para a manutenção da atividade da 

enzima, e a oxidação destas sulfidrilas por uma exposição excessiva ao NO 

resultaria em uma inativação da guanilato ciclase. É interessante perceber que este 

modelo é anterior à demonstração da produção endógena de NO (Palmer et al., 

1987), portanto, esta proposta não despertou interesse imediato. Atualmente, a 

importância da produção endógena de NO é notória, e as consequências da 

produção de altos níveis de NO em patologias como a sepse são amplamente 

estudadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Esquema 8. Modelo proposto por Braughler para o env olvimento de 
grupamentos sulfidrila na atividade da guanilato ci clase . A conversão pelo NO 
do estado basal para o ativado, envolve a oxidação de grupamentos sulfidrilas 
designados -SHA (1). A reversão do processo é alcançada pela redução do -SA- . A 
inativação da enzima basal ou ativa (2) envolve a oxidação de grupamentos 
sulfidrilas designadas -SHB. A conversão do estado inativo para o basal pode 
acontecer pela redução dos grupamentos -SB-. (modificado de Braughler, 1983). 
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Entretanto, apesar de muito atraente, a idéia de que o próprio ativador 

endógeno da guanilato ciclase (o NO) estaria inibindo a atividade da enzima quando 

presente em altas concentrações, não é a única boa explicação para o prejuízo da 

resposta da guanilato ciclase. Se de um lado existem fortes evidências mostrando 

que o NO pode se ligar diretamente a grupamentos sulfidrilas de proteínas, de outro 

existem uma série de trabalhos na literatura mostrando que o NO pode modular 

vários fatores de transcrição e assim a expressão de diversas proteínas (Pfeilschifter 

et al.,2001). Há inclusive vários relatos mostrando que o NO pode modular a 

expressão da enzima guanilato ciclase.  

A literatura tem documentado várias condições em que acontece redução na 

expressão da guanilato ciclase solúvel. Por exemplo, foi demonstrado que o pré-

tratamento de células de medula óssea de rato com doadores de NO pode reduzir o 

mRNA da subunidade α1 e β1 (Ujiie et al., 1994). Esta foi a primeira evidência que o 

próprio NO poderia dessensibilizar esta via de sinalização através da redução dos 

níveis da sGC. Adicionalmente, Filippov e colaboradores demostraram em 1997 que 

a exposição de células musculares lisas de artéria pulmonar de ratos (RPASMC) a 

doadores de NO, diminui os níveis de mRNA da subunidade α1 e β1 da guanilato 

ciclase solúvel, com conseqüente redução de proteína. Este efeito é inibido quando 

a atividade da sGC foi bloqueada pelo ODQ, sugerindo que o acúmulo de cGMP é 

necessário para este efeito. Mais ainda, a actinomicina D (um inibidor de RNA 

polimerase) ou cicloheximide (um inibidor de síntese protéica) impediram a inibição 

da expressão da guanilato ciclase induzida pelo NO, sugerindo que o NO afeta o 

mRNA da guanilato ciclase via mecanismos dependentes de transcrição protéica 

(Filippov et al., 1997). Um ano mais tarde, Scott e Nakayama (1998a) publicaram um 

trabalho corroborando estes dados, mostrando que a incubação destas células 

(RPASMC) com SNAP reduz os níveis de mRNA para a subunidade α1. Ainda neste 

mesmo ano, estes mesmos autores mostraram que a estimulação de RPASMC com 

LPS, o que gera um aumento na produção de NO, leva a uma diminuição dos níveis 

de mRNA e dos níveis protéicos da subunidade α1 da guanilato ciclase. 

Adicionalmente, eles mostraram que a utilização de um inibidor da NOS impede a 

redução da expressão da sGC (Scott e Nakayama, 1998b). 
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 Mais recentemente foi demonstrado que a incubação de RPASMC com 

interleucina-1β e TNF-α também leva a uma diminuição da expressão das 

subunidades α1 e β1. O mais interessante é que este efeito não foi completamente 

abolido quando a produção de NO foi inibida, e a utilização do mesmo tipo celular 

retirada de um animal knockout para NOS-2, ainda apresenta inibição da expressão 

da guanilato ciclase solúvel (Takata et al., 2001). Portanto, alguma outra via além da 

via NO-cGMP, pode ter um importante papel na regulação da expressão da sGC.  

 Portanto, vários dados na literatura sugerem que o NO pode diminuir a 

expressão da enzima guanilato ciclase. Assim a compreensão desta dinâmica da 

regulação da expressão da guanilato ciclase durante situações de produção 

excessiva de NO, como a que acontece na sepse, pode ser fundamental para 

compreensão destas patologias e futura intervenção terapêutica. Mais ainda, estes 

dados apontam que o prejuízo na produção de cGMP induzido por NO 8 horas após 

a injeção de LPS (Figura 11) pode ser uma consequência da redução dos níveis 

protéicos da enzima. 

 Diferente do que foi previamente demonstrado em cultura de células onde a 

exposição ao NO (endógeno ou exógeno) diminui os níveis 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 níveis de 

mRNA para a subunidade β1 8 horas após a injeção de LPS em ratos. Em tempos 

mais tardios (24 após o LPS), tanto o mRNA para subunidade α1 como para β1 estão 

substancialmente elevados (Figura 15, Painéis A e B). Não há uma clara explicação 

para esta discrepância, mas isto pode acontecer em virtude dos eventos mais 

complexos que ocorrem em um modelo in vivo. Apesar disso, observamos uma 

redução nos níveis da subunidade β1 no tempo de 8 horas após a injeção de LPS 

(Figura 15, Painel C). Embora este dado seja compatível com as observações em 

cultura de células ou tecido isolado (Filippov et al., 1997; Scott e Nakayama, 1998b; 

Takata et al., 2001), é difícil conciliar os níveis de proteína com o padrão de mRNA 

observados neste tempo. Esta discrepância reforça que os níveis de mRNA muitas 

vezes não podem ser tomados como indicadores diretos dos níveis de proteína, ou 

ainda, uma explicação alternativa, é que tenha ocorrido uma redução nos níveis de 

mRNA para a(s) subunidade(s) da guanilato ciclase em tempos bem precoces à 



                                                                                                       Discussão 

 

81

injeção de LPS (2 a 4 horas), mas como a análise foi feita somente em 8 horas, a 

visualização do efeito foi perdida. Os níveis normais de proteína encontrados 24 

horas após a injeção de LPS, talvez reflitam os altos níveis de mRNA encontrados 

nos animais endotoxêmicos. Mais ainda, sugerem que a retomada de resposta da 

guanilato ciclase no tempo de 24 é, pelo menos em parte, resultado da sua síntese. 

 De qualquer forma, diante do fato demonstrado na Figura 15, onde não 

ocorre redução dos níveis de mRNA para as subunidades da guanilato ciclase, o 

motivo para redução dos níveis protéicos da guanilato ciclase podem incluir dois 

mecanismos: um prejuízo no processo de translação ou um aumento na taxa de 

degradação da proteína. Para a primeira possibilidade não há uma clara evidência 

na literatura corroborando esta hipótese. Para o segundo mecanismo, foi 

demonstrado recentemente que a guanilato ciclase solúvel pode estar associada 

com a HSP-90 e este heterocomplexo parece ser importante para a estabilidade da 

enzima (Papapetropoulos et al., 2005). Assim, condições que levem a ruptura deste 

complexo poderão favorecer a ubiquitinação e degradação proteolítica da guanilato 

ciclase. Portanto, supondo que a injeção de LPS de alguma maneira promova a 

ruptura deste complexo proteico, esta passa ser uma hipótese bastante plausível 

para a redução da proteína guanilato ciclase, sem redução dos níveis de mRNA 

(Esquema 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 9. Interação da guanilato ciclase solúvel com a HSP-90. (adaptado de 
Papapetropoulos et al., 2005). 
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 Assim a redução nos níveis de proteína observada 8 horas após a injeção 

de LPS, deve contribuir para redução na vasodilatação (Figura 10) bem como na 

produção de cGMP induzida por SNP (Figura 11), já que estes eventos são 

interligados e coincidentes temporalmente (comparar as Figuras 10, 11 e 15). A 

Figura 14 indubitavelmente demonstra que o NO é responsável pela redução na 

funcionalidade da enzima guanilato ciclase solúvel. Este dado, tomado em conjunto 

com os trabalhos publicados na literatura, permite sugerir que o excesso de NO após 

a injeção de LPS, é responsável pela redução dos níveis desta enzima. Entretanto, a 

redução nos níveis protéicos não é capaz de explicar sozinha o acentuado prejuízo 

no acúmulo de cGMP observado após a estimulação com nitroprussiato de sódio 

(ver Figura 11). Assim, é provável que o excesso de NO produzido após a injeção de 

LPS também esteja inibindo a enzima diretamente, concordando com o modelo 

proposto por Braughler em 1983 (Esquema 8).  

 De maneira muito intrigante, não ocorreu uma redução nos níveis da enzima 

guanilato ciclase solúvel no modelo de CLP. Estes dados sugerem que o prejuízo na 

funcionalidade da enzima neste modelo seja conseqüência exclusiva da inibição da 

atividade enzimática e não dos níveis proteicos da enzima. Estes dados, embora 

diferentes do modelo de LPS, concordam com trabalhos na literatura que mostram 

que a exposição de células em cultura a doadores de NO reduz a expressão 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 prejuízo na funcionalidade da enzima guanilato ciclase.  

 A injeção de LPS, principalmente nas doses utilizadas neste estudo, é uma 

agressão bastante vigorosa, levando a uma produção e liberação intensa e em curto 

período de tempo de uma série de mediadores inflamatórios, inclusive o próprio NO 

(como discutido anteriormente). Talvez esta “tempestade” inflamatória, com 

modulação intensa de uma série de fatores de transcrição, seja responsável pela 

redução na expressão da enzima guanilato ciclase solúvel. Assim,  pode ser que no 

modelo CLP, onde a liberação de mediadores inflamatórios acontece de modo mais 

lento e progressivo, não haja redução na expressão da enzima, ou ainda, que esta 

redução seja muito sutil. Neste contexto é importante chamar a atenção que a 
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técnica de imunoeletroforese é semi-quantitativa, e pequenas variações nos níveis 

protéicos podem ter sido perdidos durante o procedimento. 

 Apesar dos níveis protéicos da guanilato ciclase terem permanecido 

constantes na fase inicial do CLP, ocorreu um aumento significativo na expressão da 

enzima em tempos mais tardios. Mais ainda, de maneira muito interessante, a 

retomada de resposta da enzima guanilato ciclase solúvel (Figura 13) foi coincidente 

com aumento do conteúdo proteico da enzima, mostrando que a síntese de novo da 

proteína é fundamental para retomada da sua atividade. Mais ainda, o aumento da 

quantidade da enzima não 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 inibição da enzima 

pelo NO é irreversível, sendo necessário a síntese de novas moléculas proteicas 

para uma retomada da resposta funcional. 

 A escolha da subunidade β1 para monitorar os níveis da enzima foi baseada 

em trabalhos prévios que mostram, em cultura de células, que esta subunidade 

parece ser mais rápida e robustamente regulada por estímulos inflamatórios (Takada 

et al., 2001). Adicionalmente, como a subunidade β1 é um parceiro obrigatório na 

atividade do heterodímero guanilato ciclase e contém o maior domínio de ligação ao 

grupamento heme, reduções nos níveis da subunidade β1 é suficiente para explicar 

uma redução na atividade da enzima guanilato ciclase (Hobbs, 1997). 

 Tomadas em conjunto com os dados da literatura, estas informações 

permitem propor um novo modelo. Assim, o NO pode ativar a guanilato ciclase 

através da ligação com grupamento heme, ou talvez até mesmo através de ligações 

em grupamentos sulfidrila (SHA, Braughler, 1983; Tseng et al., 2000). Entretanto, 

altas concentrações de NO, como aquelas produzidas pela NOS-2, podem atingir 

sulfidrilas críticas (SHB) inibindo assim a enzima. Mais ainda, a exposição crônica ao 

NO pode alterar os níveis de mRNA para as subunidades α1 e β1, alterando a 

expressão da enzima sGC. Esse efeito pode ser dependente tanto da ação direta do 

NO, como por uma ação do cGMP, ou até mesmo de cAMP (Esquema 10).  
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Esquema 10. Modelo especulativo sobre a regulação d a atividade e expressão 
da enzima sGC durante condições de alta produção de  NO. Após um estímulo 
inflamatório como o LPS, ocorre a indução da expressão 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 
oxidação de grupamentos sulfidrilas específicos (-SHA). A exposição da sGC a altas 
concentrações de NO pode também levar à inibição da enzima pela oxidação de 
outro grupo de sulfidrilas (-SHB; ver Esquema 8). Mais ainda, este NO pode modular 
a expressão da sGC através de uma modulação do mRNA. O excesso de cGMP 
produzido pela ativação massiva da sGC como consequência da alta concentração 
de NO, pode também modular a expressão da sGC através da modulação do 
mRNA. Adicionalmente, o cGMP pode inibir algumas fosfodiesterases responsáveis 
pela degradação do cAMP, levando a um acúmulo deste nucleotídeo que também 
pode modular a expressão da sGC. 
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 Voltando à sepse, resolvemos avaliar se alterações na funcionalidade da 

enzima guanilato ciclase após a injeção de LPS poderiam influenciar os efeitos do 

azul de metileno sobre a hiporeatividade a vasoconstritores. 

 A análise da Figura 17 mostra que o azul de metileno foi capaz de reverter a 

perda da resposta à 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 prejuízo na produção de cGMP induzido por SNP (Figura 11) e 

com uma redução nos níveis da proteína guanilato ciclase solúvel (Figura 15, Painel 

C).  

 Em seguida avaliamos se o tratamento com azul de metileno pode reverter 

algumas das alterações cardiovasculares induzidas pelo CLP. A hiporeatividade a 

vasoconstritores é visível já em 12 horas e permanece constante durante todo o 

tempo de análise. 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 

o prejuízo na resposta da enzima guanilato ciclase. A hipotensão, embora sutil, 

também já é observada em 12 horas, entretanto o azul de metileno é eficaz em 

reverter este quadro somente no tempo de 48 horas após o CLP. 

 Em conjunto estes dados sugerem que a falha do azul de metileno é devida 

à perda da funcionalidade da enzima guanilato ciclase, enquanto que o seu sucesso 

depende da retomada de resposta que acontece em virtude do aumento da 

expressão da proteína. Portanto, o sucesso terapêutico da inibição da sGC na sepse 

pode depender da condição da enzima no momento do tratamento, reforçando 

portanto a importância da compreensão temporal da sua funcionalidade. Assim, o 

período de administração do azul de metileno pode ser crítico para o resultado final 

do tratamento.  

 Entretanto apesar do prejuízo na resposta da guanilato ciclase em tempos 

determinados, a hiporeatividade a vasoconstritores se mantem constante durante 

todo o tempo de análise. Assim, durante o prejuízo na resposta da enzima guanilato 

ciclase, outros mecanismos são responsáveis pela manutenção da hiporeatividade. 
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Neste sentido, trabalhos do nosso laboratório têm demonstrado que a abertura de 

canais de potássio mediada por NO, é um importante mecanismo envolvido na 

manutenção da hiporeatividade durante estes períodos (Terluk et al., 2000; Silva-

Santos et al., 2002). Além disso, alguns pesquisadores têm postulado que a intensa 

ativação e adesão de neutrófilos na parede vascular, que ocorre principalmente em 

momentos iniciais da resposta inflamatória, geram um stress oxidativo intenso 

levando à disfunção vascular (Eiserich et al., 2002), podendo esta ser uma 

explicação para a hiporeatividade a vasoconstritores neste período. 

 Avaliamos então 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 injeção de azul de metileno no 

tempo de 20 horas após o procedimento cirúrgico diminuiu a mortalidade, ao passo 

que quando injetado no tempo de 8 horas, o azul de metileno além de não proteger, 

precipita a morte dos animais. O tempo em que o tratamento obteve sucesso é 

coincidente com o tempo que o azul de metileno foi capaz de reverter a 

hiporeatividade à fenilefrina. É ainda mais interessante notar que também é 

coincidente com um aumento da expressão 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 à fenilefrina e 

com uma expressão e atividade reduzida da enzima sGC. 

A sepse é uma resposta inflamatória complexa, e envolve pelo menos duas 

fases distintas, mas não exclusivas: uma resposta inflamatória sistêmica e uma 

resposta antiiflamatória. Idealmente, o desenvolvimento de uma resposta 

inflamatória efetiva contra um agente infeccioso é contido por um mecanismo para 

terminar a inflamação; seguido da eliminação do agente incitante. Um balanço 

correto entre estas duas respostas, principalmente em relação à intensidade, 

influenciaria postivamente a sobrevivência do hospedeiro. O desbalanço ou exagero 

destas respostas resulta em prejuízo para o hospedeiro causado diretamente pela 

inflamação excessiva, ou indiretamente através de uma disfunção imune. Fica claro 

que tanto agentes pró-inflamatórios como anti-inflamatórios podem ter um lugar no 

tratamento da sepse (Bone, 1996). O tratamento com terapias opostas como esta 



                                                                                                       Discussão 

 

87

requer que o agente (pró- ou anti-inflamatório) seja administrado no estágio 

apropriado da sepse para benefício e não prejuízo do paciente. Portanto, o 

tratamento ideal para sepse pode ser individualmente ajustado de acordo com o 

estado de cada paciente.  

É com foco nesta idéia que se percebe uma importante janela terapêutica 

para utilização de inibidores da guanilato ciclase na sepse. De maneira 

surpreendente (e também preocupante), os dados mostram que, ao mesmo tempo 

em que o resultado final da utilização terapêutica do azul de metileno na sepse pode 

ser satisfatório, ele pode ser desastroso. Portanto, antes da utilização do azul de 

metileno em um teste clínico de larga escala, como tem sido sugerido por vários 

pesquisadores (Koch, 1996; Evgenov e Bjertnaes, 2003), é fundamental uma melhor 

compreensão temporal dos diferentes estágios da sepse humana. A sepse é uma 

resposta multimediada, e os mediadores inflamatórios importantes no seu início 

muitas vezes são irrelevantes em tempos mais tardios e vice versa. Este é, inclusive, 

um dos principais motivos do insucesso terapêutico de muitas drogas que foram 

testadas na clínica nos últimos anos (Riedemann et al., 2003). Portanto, um paciente 

no ínicio de um quadro séptico é totalmente diferente de um paciente em estágios 

tardios, embora algumas características clínicas sejam as mesmas. Isto torna 

fundamental a clareza de que, em se tratando de pacientes diferentes, faz-se 

necessário uma terapia diferenciada. Atualmente, embora seja aceito que o choque 

séptico acontece em diferentes fases, as intervenções terapêuticas são 

essencialmente as mesmas. Não surpreende portanto o fato da terapia atual não ter 

um sucesso consistente (Baumgartner e Calandra, 1999). A falta de marcadores 

clínicos que indiquem em qual estágio o paciente se encontra é um ponto 

complicador neste evento, entretanto reforça a necessidade de esforços para uma 

melhor compreensão dos diferentes estágios da sepse. Uma melhor compreensão 

destes estágios pode fazer com que o azul de metileno venha a ser uma boa opção 

de tratamento para o choque séptico.  

O sucesso do azul de metileno em alguns momentos após a injeção de LPS 

(Figura 17), ou após o CLP (Figura 18) confirma os trabalhos anteriores, mostrando 

que a via NO-sGC-cGMP é ativa na sepse, sendo responsável por alterações 

vasculares importantes como a hiporeatividade a vasoconstritores (Paya et al., 1993; 
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Silva-Santos et al., 2002). Portanto, como já antecipado por outros trabalhos, a 

inibição desta via pode apresentar benefícios 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, é importante 

salientar que a informação mais importante não é 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, é que este evento coincide no tempo com o 

momento em que a sGC tem sua funcionalidade prejudicada. 

Embora o azul de metileno aparentemente não apresente significantes efeitos 

colaterais (Kirov et al., 2001), alguns trabalhos relatam uma vasoconstrição 

pulmonar acentuada e uma piora da oxigenação arterial após a injeção de azul de 

metileno em pacientes com choque séptico. Por exemplo, em experimento usando 

anéis de aorta de ratos, a contração 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 razões ainda não bem compreendidas, enquanto a 

maioria dos leitos vasculares responde mal aos vasoconstritores endógenos e 

exógenos, outros leitos (renal e pulmonar por exemplo) tem sua reatividade mantida 

em valores relativamente normais. Assim, a associação de baixa perfusão em razão 

da baixa pressão, aliada à vasoconstrição intensa em alguns órgãos conduz ao 

desenvolvimento de falência orgânica, contribuindo para o êxito letal de pacientes 

chocados. Portanto, a utilização do azul de metileno, um inibidor de uma via de 

relaxamento de músculo liso (NO-sGC-cGMP) deve ser feita com cautela. Em outras 

palavras, se por um lado a produção de cGMP gera uma série de alterações 

cardiovasculares que devem ser combatidas, por outro este cGMP pode ser 

essencial para evitar uma vasoconstrição excessiva em alguns leitos vasculares. 

Baseado neste raciocínio, a utilização de um inibidor da enzima exatamente no 

momento em que ela apresenta um prejuízo na funcionalidade, pode ser um golpe 

de misericórdia precipitando a morte dos pacientes/animais. Estes dados ressaltam 

a importância da compreensão da dinâmica da guanilato ciclase na sepse, para 

correta utilização do azul de metileno. 

O conceito de inibição da via NO-sGC na sepse tem recebido muita atenção 
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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 solúvel são inesperados, 

uma vez que estes compostos bloqueiam tanto a ação do NO produzido pelas NOS 

constitutivas, como a vasodilatação patológica causada pela NOS-2. Em outras 

palavras, os efeitos de inibidores da guanilato ciclase deveriam ser similares àqueles 

causados por inibidores não-seletivos das NOS (uma intervenção que, como 

discutido anteriormente, não parece ser benéfica). Por outro lado, alguns 

pesquisadores consideram estes compostos uma opção segura, já que restauram 

alguns parâmetros hemodinâmicos durante a sepse, preservando entretanto, efeitos 

benéficos do NO que não são mediados por esta via de sinalização, como as 

atividades microbicida e scavenger de radicais livres de oxigênio (Rubanyi et al., 

1991; Malawista et al., 1992, Cauwels et al., 2000). Este é outro ponto que gera 

polêmica, já que o azul de metileno também pode impedir a síntese de NO (Mayer et 

al., 1993). Mais ainda, foi demonstrado que o azul de metileno pode gerar 

superóxido em solução 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 combinação do tratamento de azul de metileno 

com múltiplas injeções de superóxido dismutase, ou um superóxido mimético 

(permeável à membrana), não afetam o efeito protetor do azul de metileno após a 

injeção de TNF-α em camundongos, indicando que este composto não parece ter 

seu efeito protetor mediado por mecanismos dependentes de superóxido (Cauwels 

et al., 2000). Adicionalmente, este mesmo trabalho demonstrou que a utilização 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-α 

(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 endotoxêmicos (Silva-Santos et al., 2002), aumentou a 

sobrevivência em animais tratados com LPS (Zingarelli et al., 1999) e reduziu a 

disfunção de múltiplos órgãos induzida por LPS (Zacharowski et al., 2001). Estes 

dados mostram claramente que a sGC tem importante função na manutenção do 

tônus vascular durante a endotoxemia e convincentemente argumentam em favor da 
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inibição da guanilato ciclase solúvel como o mecanismo de proteção induzido pelo 

azul de metileno.  

A despeito da forma exata de ação do azul de metileno, a verdade é que 

este composto parece ser uma ferramenta útil para o tratamento da sepse. É 

possível inclusive que as várias ações e interações do azul de metileno sejam o 

segredo do seu efeito benéfico. A sepse é uma resposta inflamatória multimediada e 

a história tem mostrado que, na maioria das vezes, compostos que interferem em 

vários pontos da reposta inflamatória se apresentam como ferramentas mais úteis na 

terapia do que compostos altamente específicos para afetar um único mediador ou 

alvo molecular. Talvez este seja o motivo do sucesso da proteína C ativada 

(Xigris®), aprovado em 2001 para o tratamento da sepse severa. Este composto 

parece interferir com várias cascatas da resposta inflamatória, mas o exato 

mecanismo pelo qual a mortalidade é reduzida ainda não foi completamente 

definido. É claro que este é um ponto bastante delicado para os farmacologistas, 

que em geral se deslumbram com drogas altamente específicas. Embora seja 

ousado continuar a comparação, é interessante ressaltar que uma redução 

significativa na mortalidade com a proteína C ativada foi observada somente em 

pacientes com sepse severa, os quais parecem ser mais beneficiados por 

estratégias antiinflamatórias. Os nossos dados não permitem definir com clareza o 

estado do animal no momento da administração do azul de metileno, e de qualquer 

modo a comparação com a sepse humana não é direta, mas como já dito 

anteriormente o azul de metileno funciona somente em momentos tardios, 

geralmente relacionados à uma maior disfunção de órgãos (Remick et al., 2000; 

Buras et al., 2006 ). 

 É importante ressaltar que as conclusões derivadas de trabalhos com 

animais devem ser interpretadas com cuidado. Uma consideração importante é que 

foi usado um modelo experimental que simula algumas características 

hemodinâmicas da sepse e choque séptico. Entretanto, ainda assim há uma série de 

limitações. Primeiro, embora o modelo reproduza bem as alterações hemodinâmicas 

que acontecem no choque séptico humano, os animais são inicialmente saudáveis e 

suas respostas podem ser diferentes de pacientes cronicamente doentes. Segundo, 

diferente da situação clínica, os animais não receberam antibióticos ou agentes 
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vasoativos. Terceiro, a administração de anestésicos pode influenciar o 

desenvolvimento da sepse nos animais. Quarto, o modelo CLP leva os animais 

quase diretamente à um quadro de sepse grave/choque séptico, sem passar pelos 

estágios iniciais de SIRS e sepse que existem nos quadros humanos. 

Feitas as devidas considerações, este conjunto de dados nos permite criar um 

esquema simplificado para explicar algumas alterações vasculares durante a sepse. 

O excesso de NO produzido durante quadros de sepse leva a um prejuízo na 

resposta vasoconstritora, um efeito que é mediado, pelo menos em parte, pela via 

sGC-cGMP. O excesso de NO seria responsável também por uma redução na 

atividade e na expressão da enzima sGC, causando assim um prejuízo na resposta 

vasodilatadora de doadores de NO. Este mecanismo pode ser inclusive um 

mecanismo auo-protetor para conter a vasodilatação excessiva que acontece 

durante a sepse. Esta falta de funcionalidade da enzima sGC seria responsável pela 

falha do azul de metileno em reverter a hiporeatividade a vasoconstritores. Isto 

sugere que outros mecanismos independentes da sGC são importantes para esta 

hiporeatividade a vasoconstritores, principalmente em tempos iniciais. Neste sentido, 

dados do nosso laboratório demonstraram a participação de canais de potássio na 

hiporeatividade à fenilefrina (Silva-Santos et al., 2002). Entretanto, independente da 

via de sinalização responsável pela refratariedade a vasoconstritores, é notório que 

o NO é o principal mediador deste efeito, já que inibidores da NOS são capazes de 

reverter o prejuízo na resposta vasoconstritora em qualquer momento (Silva-Santos 

et al., 2002). Assim, concluímos que em tempos iniciais do quadro séptico, a 

guanilato ciclase não é funcional, como conseqüência da redução da atividade e da 

expressão da enzima. Isto levaria a falha terapêutica dos inibidores da enzima 

guanilato ciclase neste momento. Entretanto, devido a uma recuperação da 

funcionalidade da enzima, um efeito mediado em parte pela síntese de novo da 

proteína, 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 alterações vascula res relacionadas ao 
óxido nítrico durante o choque séptico (especulativ o). Algumas horas após um 
estímulo inflamatório, ocorre um prejuízo na resposta vasoconstritora à fenilefrina. 
Ocorre também um prejuízo temporário na resposta vasodilatadora a doadores de 
NO. Paralelo a estes eventos ocorre um aumento na expressão da enzima NOS-2, e 
redução da expressão da sGC. Juntos, estes dados sugerem que as altas 
quantidades de NO, conseqüentes do aumento da expressão da NOS-2, gera uma 
redução na resposta à fenilefrina bem como na atividade e níves protéicos da 
enzima sGC, levando a uma redução na resposta vasodilatadora a doadores de NO. 
Entretanto, a perda da funcionalidade da sGC é reversível, um efeito que é devido 
pelo menos em parte pela síntese de novo da mesma. Devido a estas condições o 
azul de metileno falha em reverter a falta de resposta à 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 à fenilefrina nos tempos iniciais. 
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Assim, estes dados deixam evidente que o azul de metileno pode ser uma 

ferramente útil para tratamento de pacientes em sepse, principalmente em pacientes 

em tempos mais tardios. Juntamente com outros trabalhos da literatura, inclusive em 

humanos, nossos resultados reforçam a necessidade de estudos em larga escala. 

Ao mesmo tempo, os dados aqui apresentados fazem um alerta para que se tenha 

cautela. Rígidos critérios de inclusão no estudo devem ser adotados, uma vez que o 

estado do paciente pode ser crítico para o resultado final do tratamento.  

Apesar das evidências mostrando que o azul de metileno pode ser uma boa 

opção para o tratamento da sepse, há uma grande barreira à realização de estudos 

grandes. Por tratar-se de uma droga antiga, inclusive já usada na clínica para outras 

finalidades, não é possível obter-se patente, o que limita enormemente o interesse 

por este composto, seja ele útil ou não, por parte das indústrias farmacêuticas. 

Embora seja justo que uma empresa que trabalha no campo da investigação 

farmacêutica procure um lucro lícito sobre os investimentos feitos, às vezes 

acontece que os interesses econômicos prevalentes levam a tomar decisões 

contrárias aos valores humanos autênticos e às exigências de justiça, exigências 

estas que não devem ser separadas da própria finalidade da investigação. O 

resultado pode ser um conflito entre os interesses econômicos, por um lado, e a 

assistência médica por outro. Neste sentido, talvez as autoridades públicas, como 

defensoras do bem comum, devam desempenhar o papel de assegurar que a 

investigação seja orientada para o bem estar das pessoas e da sociedade, e a 

moderar e reconciliar as pressões de interesses divergentes. 

 De qualquer forma, é diante da ampla visão do compromisso em favor da 

verdade e do bem comum que este trabalho espera escrever páginas de progresso 

autêntico, independente do provável descaso da indústria farmacêutica. 
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 Os resultados aqui apresentados permitem concluir que: 

1- A produção excessiva de óxido nítrico pela NOS-2 e consequente ativação da 

enzima guanilato ciclase estão envolvidas na instalação da hiporeatividade a 

vasoconstritores durante a sepse. 

2- Esta produção excessiva de NO é responsável por um prejuízo na 

funcionalidade da enzima guanilato ciclase nos momentos iniciais de sepse. 

3- No modelo de injeção de LPS, a redução da funcionalidade da enzima parece 

ser conseqüência tanto de uma redução na expressão como prejuízo na 

atividade da enzima.  

4- No modelo de CLP, o prejuízo na resposta guanilato ciclase parece ser 

conseqüência exclusiva de uma inibição direta da enzima, já que o conteúdo 

protéico não foi reduzido. 

5-  Em ambos os modelos utilizados, a retomada da funcionalidade da enzima 

parecer ser conseqüência da síntese de novo da proteína, sugerindo que esta 

inibição seja irreversível.  

6- O prejuízo na funcionalidade da enzima guanilato ciclase é responsável pela 

falha do azul de metileno em reverter a hiporeatividade a vasoconstritores e a 

hipotenção nos momentos iniciais da sepse. 

7- Como conseqüência, a administração do azul de metileno reduz a mortalidade 

dos animais submetidos ao CLP somente em momentos mais tardios, quando 

ocorre a recuperação da atividade da enzima guanilato ciclase. 

8- Portanto, inibidores da enzima guanilato ciclase podem ser ferramentas 

terapêuticas úteis para o tratamento da sepse, desde que administrados na 

correta janela de oportunidade.  
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