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A sepse consiste em uma sindrome de resposta inflamatoria sistémica secundaria a
infeccdo. A angiotensina Il além de ser um importante vasoconstritor liberado
durante a sepse, também possui efeitos pré-inflamatérios. O tratamento de animais
que tiveram a condicdo de sepse induzida através da cirurgia de ligadura e
perfuracdo do ceco (CLP), com as doses de 0,25 mg/kg ou 15 mg/kg de losartan, um
antagonista dos receptores AT1 de angiotensina, duas horas apés a CLP, mostrou
nas andlises feitas 4 horas apds o tratamento, que ambas as doses reduziram a
inflamacdo nos animais sépticos. Nenhuma das doses alterou a hiporreatividade a
fenilefrina. A maior dose causou queda da pressédo arterial média (PAM) e piora da
funcao renal. Por outro lado, andlises feitas 22 horas ap6s o tratamento mostraram
que a menor dose nao interferiu na PAM, melhorou a hiporreatividade aos agentes
vasoconstritores fenilefrina e angiotensina Il e permaneceu reduzindo a inflamacéao.
Esta dose ndo alterou os niveis plasmaticos de creatinina, uréia e NOXx que se
encontravam elevados nos animais sépticos. A maior dose promoveu uma
consideravel queda da PAM dos animais e piora da hiporreatividade a fenilefrina e a
angiotensina Il. Como comparativo, o tratamento precoce dos animais sépticos com
a dose de 0,25 mg/kg de enalapril (inibidor da enzima conversora de angiotensina)
mostrou 0s mesmos resultados apresentados pelo losartan. A administracdo das
duas doses de losartan, em momento tardio da sepse (8 horas apdés a CLP) com
analises feitas 16 horas ap0s o tratamento, mostrou que a dose baixa nao melhorou
e a maior dose permaneceu piorando a hiporreatividade a fenilefrina e a
angiotensina Il. Portanto, o tratamento precoce com uma baixa dose de losartan foi
capaz de melhorar alguns parametros na sepse. Assim, uma interferéncia de forma
adequada no sistema renina-angiotensina pode fornecer importantes ferramentas
gue auxiliem na compreensao e no tratamento da sepse.

Sepse, angiotensina ll, losartan e enalapril




“A forca ndo provém da capacidade
fisica, mas sim de uma vontade
indomavel”

(Mahatama Gandhi)
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RESUMO

Sepse é definida como uma sindrome de resposta inflamatéria sistémica secundéria a
infeccdo. O choque séptico reflete o final de um processo progressivo e continuo de
deterioracdo caracterizado por queda da pressdo sangiinea, sinais bioguimicos de
deficiéncia de oxigénio, danos vasculares e hiporreatividade a vasoconstritores, conduzindo
a disfuncdo de multiplos érgdos e morte. Um importante vasoconstritor liberado durante a
sepse € a angiotensina Il, que também tem efeitos pro-inflamatérios. Neste trabalho
avaliamos o efeito do bloqueio dos receptores AT1 e da inibicdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) em ratos submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracéo do ceco (CLP).
A inibicdo precoce dos receptores AT1 (2 horas apés o CLP) com as doses de 0,25 mg/kg
ou 15 mg/kg de losartan mostrou que 4 horas apos o tratamento (portanto 6 h apds o CLP)
ambas as doses melhoraram parédmetros associados a inflamacao, ndo interferindo contudo
na hiporeatividade. A menor dose ndo interferiu na hipotensdo caracteristica da sepse,
diferente da dose de 15 mg/kg que piorou a hipotensédo. Quando analisada 22 horas ap6s o
tratamento (24 h apdés CLP), a menor dose nao interferiu na hipotensdo, melhorou a
hiporreatividade e reduziu a inflamacgdo dos animais sépticos. A maior dose, embora tenha
melhorado a inflamacéo, piorou a hipotenséo e a hiporreatividade. A administragéo destas
mesmas doses de losartan 8 horas ap0s a cirurgia mostrou que a menor dose nao interfere
na hipotensdo nem na hiporreatividade dos animais, enquanto que a maior dose permanece
piorando esses parametros. A dose de 0,25 mg/kg de enalapril, administrada 2 horas apés a
cirurgia, ndo interferiu na hipotensdo, mas melhorou a hiporeatividade dos animais na
analise 24 horas apos CLP. Doses de 0,25 e 15 mg/kg de enalapril melhoraram a
inflamacdo apenas no tempo de 6 horas apdés a cirurgia. Avaliacbes da funcéo renal,
producao de NOx e glicemia de animais tratados com losartan mostraram que independente
do tempo de tratamento, precoce ou tardio, e do tempo de analise (6 ou 24 h) a menor dose
nao interfere na funcéo renal e na producao de NOx. A maior dose piora a funcao renal ja
comprometida (6 e 24 h), e aumenta a producdo de NOx (24 h). A maior dose (2 h apés
CLP) inibiu a ocorréncia da fase hiperglicémica dos animais sépticos enquanto que a menor
dose nao interferiu na glicemia. Nenhuma das doses alterou o perfil da curva de mortalidade
dos animais sépticos. Dessa forma, podemos supor qgue em momentos iniciais da sepse
esteja ocorrendo uma liberacdo de angiotensina Il que contribui para o desenvolvimento da
inflamacéo e alteracbes hemodinamicas na sepse. O tratamento precoce com baixas doses
de losartan inibe parcialmente a acdo desta angiotensina Il, melhorando a hemodinamica
dos animais sépticos, provavelmente como conseqiiéncia do efeito antiinflamatério desta

dose. O tratamento tardio ndo é capaz de evitar os danos provocados pela liberacédo

Vi



precoce de angiotensina Il. Portanto, uma interferéncia de forma adequada no sistema
renina-angiotensina pode fornecer importantes ferramentas que auxiliem na compreensao e

no tratamento da Sepse.

Palavras-chave: Sepse, angiotensina I, losartan, enalapril.
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ABSTRACT

Sepsis is defined as a systemic inflammatory response syndrome caused by infection. Septic
shock reflects the end of a progressive and continuous deterioration process characterized
by hypotension, biochemical signs of oxygen deficit, vascular damage and
hyporesponsiveness to vasoconstrictors, leading to multiple organ failure and death. An
important vasoconstrictor released during the sepsis is angiotensin II, which also has pro-
inflammatory effects. In the present work we evaluated the effects consequent to AT1
receptor blockade and angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibition in rats subjected to
cecum ligation and perforation surgery (CLP), a model for sepsis. Early blockage of AT1
receptors (2 hours after CLP) with 0.25 mg/kg or 15 mg/kg losartan decreased inflammation
4 hours after treatment (that is, 6 hours after CLP) but it did not interfere with the
hyporesponsiveness. The lower dose did not affect the septic hypotension, but it was
worsened by the higher dose. Twenty-two hours after treatment (that is, 24 h after CLP
procedure), the lower dose did not affect the hypotension but improved hyporesponsiveness
and decreased inflammatory parameters. The higher losartan dose although has improved
inflammation, worsened both the hypotension and the hyporesponsiveness. When injected 8
hours after CLP surgery the lower dose did not interfere with the hypotension nor did the
hyporesponsiveness. The higher dose worsen both parameters. The ACE inhibitor enalapril,
at 0.25 mg/kg and administered 2 hours after CLP surgery, did not affect the hypotension,
but improved hiporesponsiveness 24 hours after surgery. Both doses of enalapril decreased
inflammation only when the analysis was performed 6 hours after CLP. Kidney damage
indexes, NOx and glucose production in animals treated with losartan showed that,
regardless of treatment time (early or late) or analysis time (6 or 24 h), the lowest dose did
not change with kidney damage and NOx production. The higher dose worsened renal
damage (6 and 24 h) and increased NOXx production (24 h). The higher dose of losartan
inhibited the septic hyperglycemic phase whereas the lower dose did not affect blood
glucose levels. Losartan did not change the mortality rate. Thus, we suggest that in the initial
moments of sepsis an angiotensin |l release is taking place which contributes to the
development of inflammatory and hemodynamic changes in sepsis. Early treatment with low
losartan doses partially inhibits these angiotensin Il effects, thus improving hemodynamics of
septic animals, probably due to its anti-inflammatory effects. On the other hand, late
blockage of AT1 receptors is devoid of effect. Therefore, an appropriate interference on the
renin-angiotensin system can provide new possibilities for the better understanding and

treatment of sepsis.

Keywords: Sepsis, angiotensin Il, losartan and enalapril.
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1. INTRODUCAO
1.1. Sepse - definigdo e epidemiologia

A sepse é uma doenga caracterizada por infecgao grave associada a reagao
inflamatdria sistémica. Diferentemente de outras doencgas, pode se apresentar como
distintas situagdes clinicas dentro de um espectro evolutivo da mesma condigao
fisiopatoldgica. No ano de 1991, na Conferéncia de Consenso feita pelo American
College of Chest Physicians and the Society of Critical Care Medicine, foram
estabelecidos critérios para a classificagdode sepse e doengas similares (Bone et
al., 1992). O termo sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS, do inglés
systemic inflammatory response syndrome) foi desenvolvido para implicar a resposta
clinica originada de uma agress&do n&o infecciosa. Além disso, ficou estabelecido
também que o termo sepse deveria ser utilizado apenas nos casos onde a infecgao
€ documentada (Tabela 1). Esta padronizagao foi muito importante na clinica, para
deteccao da fase de evolugdo da doenga em que o paciente se encontra e para a
possibilidade de intervencao terapéutica adequada.

Tabela 1: Definicdes de SIRS, sepse, sepse grave e choque séptico, conforme
estabelecido na Conferéncia de Consenso feita pelo American College of Chest
Physicians and the Society of Critical Care Medicine, no ano de 1991.

Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica (SIRS): Conjunto de
manifestacdes clinicas em resposta a agressao organica grave que ocorre
necessariamente na auséncia de infec¢cdo. Caracterizada pela presenca de
dois ou mais dos seguintes sintomas: temperatura >38°C ou <36°C; frequéncia
cardiaca >90 bpm; frequéncia respiratéria >20 movimentos/minuto;
leucometria >12.000/mm?® ou <4.000/mm?3, ou ainda, presenca de >10% de

bastoes.

Sepse: Situacdo em que ha presencga dos sinais e sintomas descritos acima

(SIRS) secundarios a um processo infeccioso.

Sepse Grave: Quadro de sepse associada a disfungdo organica, tais como

cardiovascular, respiratoria, renal, hematoldgica e do sistema nervoso central.

Choque séptico: Sepse grave com hipotenséao arterial e alteragao perfusional

refratarias a reposi¢ao volémica adequada.

Apesar do desenvolvimento tecnolégico, a incidéncia de sepse vem

aumentando nos ultimos anos, sendo considerada a principal causa de morte em



unidades de tratamento intensivo (UTI's) ndo-coronarianas. Anualmente, em todo o
mundo, ocorrem cerca de 18 milhdes de casos de sepse grave. Acredita-se que o
aumento na incidéncia desta patologia seja devido ao crescente numero de
pacientes imunodeprimidos, ao uso frequente de procedimentos invasivos, a
freqiéncia no uso de antibidticos (geracdo de mais microrganismos resistentes),
aléem do aumento da expectativa de vida, que aumenta o numero de pacientes
idosos (Niederman et al., 1990; Rangel-Frausto, 2005).

Na Europa 35% dos pacientes internados em UTl's apresentam quadro
séptico em algum momento de sua estadia, sendo que 27% morrem de sepse, valor
que aumenta para 50% em pacientes com choque séptico (Vincent et al., 2006). No
Brasil, a incidéncia de sepse grave e choque séptico situa-se em 27 e 23%,
respectivamente, e a taxa de mortalidade global é de 22%, sugerindo que a sepse é
0 maior problema de saude publica nas UTI’s do pais (Silva et al., 2004).

Os custos para o tratamento da sepse ja excedem o valor de U$ 16 bilhdes
por ano nos EUA (Angus et al., 2001). No Brasil, dados do estudo BASES (Brazilian
Sepis Epidemiological Study) mostraram que em 2003, os gastos com pacientes
internados em UTI's somaram 17,34 bilhées de reais, o que representa de 30 a 35%
dos gastos globais com a area de saude (Andrade et al., 2006). O Brasil tem entre 9
e 10 mil UTI's, e 25% dos leitos destas unidades s&o ocupadas por pacientes que
desenvolvem sepse (Silva et al., 2004).

Embora até o inicio dos anos 1980, bactérias Gram-negativas fossem os
principais microorganismos causadores da sepse, a incidéncia de Gram-positivas
tem aumentado. Uma analise feita nos EUA no ano de 2000 indicou aumento da
incidéncia de infec¢gdes Gram-positivas e fungicas, onde 52,1% dos casos de sepse
estdo associados com bactérias Gram-positivas, 37,6% com Gram-negativas, 4,7%
infecgdo polimicrobiana, 1% com bactérias anaerdbias e 4,6% de fungos (Poll e
Opal, 2008).

1.2 Fisiopatologia da sepse

O choque séptico humano é considerado um agravamento do quadro de
sepse, resultante de uma descompensagao hemodinamica que ocorre na presenga
de agentes infecciosos e mediadores inflamatoérios na circulagéo sanglinea, e leva a
ma distribuicdo do fluxo sanguineo na microcirculagao (Hollenberg et al., 2004).

Geralmente envolve dois estagios distintos de evolugdo. Uma fase inicial, na qual



ocorre uma exacerbacdo da atividade cardiovascular (denominada fase
hiperdinamica circulatéria), caracterizada por elevagéo do débito cardiaco e redugao
da resisténcia periférica, a principio acompanhados de um aumento na frequéncia
cardiaca (Parrillo, 1993). Segue-se uma fase hipodinamica, onde ha redugao débito
cardiaco associado a diminuicdo da resisténcia vascular periférica, bem como
hiporreatividade a vasoconstritores, definindo a fase tardia da sepse (Abraham et al.,
1983).

A interacdo entre a acentuada resposta inflamatéria e as alteragdes
hemodindmicas, como hipotensao e hipoperfusdo, compromete a funcionalidade de
diversos 6rgaos. Usualmente definida como a faléncia de pelo menos dois sistemas
organicos, que se tornam incapazes de manter a homeostasia, a faléncia multipla de
orgaos é classificada como uma sindrome e constitui uma grave complicagdo da
sepse/choque séptico. A faléncia multipla, progressiva e sequencial dos sistemas
organicos é a responsavel pelo grande indice de mortalidade entre pacientes
sépticos (Thijs et al., 1996).

As manifestagdes clinicas vistas no choque séptico sado resultado de uma
resposta excessiva do hospedeiro a infecgcao. Além das alteragdes hemodinamicas,
uma enorme variedade de tipos celulares juntamente com mediadores inflamatorios
mostra-se envolvidos na patogénese do choque séptico, durante o qual, citocinas
pré-inflamatoérias sdo liberadas na circulagdo sanguinea levando a ativagao de
células como neutréfilos, monécitos, macréfagos, plaquetas e células endoteliais.
Associado a isso, ocorre ativagado de varias cascatas de proteinas plasmaticas como
o complemento, a coagulagédo e o sistema fibrinolitico. A produgado e liberagdo de
mediadores lipidicos como eicosandides e o fator de ativagao plaquetaria, bem como
radicais de oxigénio e nitrogénio também estd presente nesta patogénese
(Beishuizen et al., 1998).

Os fatores desencadeantes da ativacdo celular e da cascata de eventos
plasmaticos sao principalmente os componentes da parede celular dos
microorganismos, como o acido lipoteicoico (LTA) e peptidoglicanas, derivados de
bactérias gram-positivas (exotoxinas), ou o lipopolissacarideo (LPS), no caso de
bactérias gram-negativas (endotoxinas). O LPS e as exotoxinas s&o liberados
normalmente durante a replicacdo da bactéria e ou como consequéncia da sua

morte, devido a lise da parede celular (Opal, 2007).



O principal receptor para LPS presente na membrana das células de defesa
€ o TLR-4, da familia dos receptores Toll-like. O reconhecimento do LPS pelo TLR-4
€ bastante complexo e depende de moléculas acessorias, como a proteina ligadora
de LPS (LBP) e CD14 (receptor de alta afinidade pelo LPS). Apds a ativagao destes
receptores ocorre o recrutamento de varias proteinas citoplasmaticas acessoérias,
tais como a proteina adaptadora MyD88 e o receptor para IL-1 associado a quinase
(IRAK). O recrutamento destas proteinas acessorias causa auto-fosforilagdo das
mesmas e consequentemente ocorre a ativagdo do TRAF-6 (do inglés, TNF-receptor
activated factor-6). Este, por sua vez, causa a ativagdo de varias proteinas, tais
como p38, JNK e IKKa/B, cujas agcbes convergem para ativacdo do fator nuclear
kappa B (NF-xB) (Sherwood, 2004). O NF-xB é um regulador pleiotrépico de muitos
genes envolvidos na resposta imune e inflamatoria. Dentre suas funcgdes, esta o
controle da expressao de genes incluindo citocinas pro-inflamatoérias, quimiocinas,
moléculas de adesdo, enzimas induzidas, fatores de crescimento e de algumas
proteinas de fase aguda, os quais desempenham um papel critico na maioria dos
processos inflamatorios (Lindner e Collins, 1996).

Explicacbes para a vasodilatagdo periférica na sepse incluem “falha na
transmissao”, reducdo na expressao de receptores (particularmente receptores a-
adrenérgicos) e alteragdes na sinalizacdo celular. Embora muitas substancias
vasodilatadoras sejam liberadas na sepse, sugere-se que o principal fator envolvido
na perda do tbnus vascular periférico seja a producao de oxido nitrico (NO) (Parratt,
1988).

As primeiras evidéncias de que o NO teria um envolvimento na fisiopatologia
da sepse vieram com a descoberta de elevados niveis de nitrato (NO3) e nitrito (NO5)
em pacientes sépticos (Ochoa et al.,, 1991; Evans et al., 1993). Aliado a isso, a
reducdo no ténus vascular vista apos a administracdo de endotoxinas ou citocinas
pro-inflamatorias, e a identificacdo do fator relaxante derivado do endotélio (EDRF)
como NO, levaram as sugestdes de que esta molécula estaria envolvida nas
alteragdes cardiovasculares que ocorrem no choque séptico (Vincent et al., 2000).
Nas duas ultimas décadas, tornou-se evidente que, na patogénese da sepse, o NO
pode atuar de maneira deletéria ou benéfica. Embora conhecidas as suas
propriedades vasodilatadoras, seus efeitos pro- e antiinflamatérios, bem como
oxidantes e antioxidantes, entre outros, tém sido motivo de discussbes e

controvérsia (Hauser et al., 2005).



O NO é sintetizado a partir do oxigénio molecular e do aminoacido L-arginina
por um grupo de enzimas conhecidas como oxido nitrico sintases (NOS). Existem
pelo menos trés isoformas de NOS. As enzimas NOS-1 (neuronal) e NOS-3
(endotelial) conhecidas como constitutivas, produzem e liberam NO em quantidade
nanomolar por curto periodo de tempo em resposta a interagdo de agonistas, tais
como a acetilcolina, bradicinina e histamina, via receptores acoplados a proteina G
na membrana plasmatica, e ainda por estimulos fisicos, como o estresse de
cisalhamento causado pela circulagdo sanguiinea. A NOS-2, também conhecida
como o6xido nitrico sintase induzida (iNOS), produz e libera grandes quantidades de
NO, na ordem de micromolar, durante longos periodos de tempo quando comparada
as NOS constitutivas, e geralmente esta associada aos efeitos citotoxicos e as
acdes que promovem as patologias vasculares (Alderton et al., 2001).

A complexa interagao entre os diferentes mediadores inflamatérios e as
alteragdes hemodindmicas observadas durante o choque séptico dificultam o
tratamento desta patologia, sendo este um dos motivos pelos quais o0 manejo do
paciente em choque séptico ndo sofreu alteracdes substanciais nas duas ultimas
décadas. A manobra prioritaria tem sido a manutencdo da pressao arterial e do
débito cardiaco através da reposi¢cao de liquido e utilizagdo de agentes inotrépicos e
vasopressores (Wheeler e Bernard, 1999). Em seguida, busca-se a identificacao e
eliminacdo do foco infeccioso através da utilizacdo de antibidticos e em casos
extremos, a remogéo cirurgica (Hollenberg et al., 2004).

Nem todos os leitos vasculares participam igualmente da vasodilatagao
sistémica induzida pela sepse. Estudos sugerem que apesar do aumento no débito
cardiaco ocorre uma vasoconstricdo seletiva acompanhada de reducdo do fluxo
sanguineo nos rins (Thijs e Thijs, 1998). Esta observagao é relevante uma vez que a
hipoperfusdo renal e o dano isquémico resultante sdo considerados um dos
principais fatores no desenvolvimento da faléncia renal aguda induzida pela sepse. A
incidéncia de faléncia renal aguda aumenta com a severidade das condi¢des e pode
ser superior a 50% nos casos de choque séptico (Rangel-Frausto et al., 1995). Em
modelos animais de endotoxemia, a hemodinamica dos rins € caracterizada por
acentuada vasoconstrigdo renal e reduzida taxa de filtragdo glomerular (Schrier e
Wang, 2004; Boffa e Arendshort, 2005). Em caso de endotoxemia, a resposta renal
ao agente vasoconstritor angiotensina Il € mantida ou aumentada (Tarpey et al.,

1998; Boffa e Arendshort, 2005). Além disso, angiontesina |l pode prejudicar a



perfusdao renal por promover inflamagao microvascular (Schwobel et al.,, 2000) e
formacao de microtrombos (Dielis et al., 2007).

Existem diversos modelos animais para se estudar a patologia da sepse
(Buras et al., 2005), porém a técnica de ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) é um
dos modelos de sepse e choque séptico mais utilizados. Desde a sua descrigao por
Wichterman e colaboradores (1980), o modelo de CLP vem sendo extensamente
utilizado, e atualmente representa a melhor simulagdo experimental do quadro de
sepse humana (Parker e Watkins, 2001; Hubbard et al., 2005). Uma caracteristica
importante deste modelo é a possibilidade da reproducéo de diferentes estagios de
complexidade da sepse (através da variagdo do numero de perfuragdes no ceco), o
que o torna util para diferentes fins experimentais (Hubbard et al., 2005).

Notavelmente o perfil de citocinas observado no modelo de CLP é
semelhante ao observado em pacientes, recriando as fases hemodinamicas e
metabdlicas observadas na pratica clinica (Remick et al., 2000). O modelo de CLP
mimetiza uma ruptura do apéndice ou perfuragéo intestinal. A técnica envolve uma
laparotomia, exteriorizagdo do ceco, ligagdo da valvula ileo-cecal seguida pela
perfuracdo do ceco. Este procedimento cria uma perfuracdo intestinal com
extravasamento de conteudo cecal no peritbnio, gerando uma infecgcdo com

microbiota diversa (para detalhes ver Buras et al., 2005).

1.3 Sistema renina-angiotensina

O sistema renina-angiotensina € um importante componente na regulagao
da presséao arterial, tanto em curto quanto em longo prazo. Os fatores que reduzem
a pressao arterial, como as redu¢des do volume sanguineo efetivo ou redugdes da
resisténcia periférica total ativam a liberagdo de renina pelos rins. A renina € uma
enzima liberada pelo aparelho justaglomerular renal que atua sobre o
angiotensinogénio (globulina liberada pelo figado) para catalisar a formacdo do
decapeptideo, a angiotensina |. A seguir, esse decapeptideo é clivado pela enzima
conversora de angiotensina (ECA), dando origem ao octapeptideo, angiotensina II,
que alcangca os O6rgaos-alvo através da corrente sanguinea, onde induz uma
resposta fisioldgica e é rapidamente degradada por aminopeptidases. Este sistema
consiste na via classica de ativagdo do sistema renina-angiotensina (Peach, 1977;

Hall, 2003; Atlas, 2007). Portanto, na patologia da sepse, devido a vasodilatagao



sistémica, a ativagcao do sistema renina-angiotensina consiste em um importante
mecanismo de balanco fisiologico.

A ECA, na verdade ndo é especifica para angiotensina | e, portanto, cliva
unidades dipeptidicas de substratos com diferentes sequéncias de aminoacidos. A
bradicinina € um dos numerosos substratos naturais da ECA (também conhecida
como cininase Il), sendo inativada por esta enzima. A ECA esta presente na
superficie luminal das células endoteliais em todo o sistema vascular, sendo mais
abundante no tecido pulmonar, devido a extensa rede vascular deste 6rgdo. A ECA
circulante representa a enzima de membrana que sofreu protedlise na superficie
celular por uma secretase (Beldent et al., 1995).

Além do sistema classico, é importante diferenciar entre os sistemas renina-
angiotensina locais extrinsecos e intrinsecos. Como a ECA é encontrada na
superficie luminal das células endoteliais vasculares por toda a circulacéo e a renina
circulante de origem renal pode ser captada pela parede arterial, bem como por
outros tecidos, a conversao do angiotensinogénio hepatico em angiotensina | e a da
angiotensina | em angiotensina Il podem ocorrer primariamente dentro da parede do
vaso sanguineo ou em sua superficie, mas ndo na circulagdo em si. Estudos
demonstraram que muitos leitos vasculares produzem angiotensina | e Il localmente,
e que uma fragcao substancial da producéao local efetivamente ndo ocorre no plasma,
visto que ela atravessa o leito vascular (Danser et al., 1991 e 1994; Bader e Ganten,
2008).

Por outro lado, muitos tecidos, incluindo o cérebro, a hipdfise, os vasos
sanguineos, o coragao, os rins e glandula supra-renal, expressam RNAm para a
renina, o angiotensinogénio e/ou a ECA, e varios tipos de células cultivadas desses
tecidos produzem renina, angiotensinogénio, ECA e/ou angiotensina |, Il e Il (Dzau,
1993; Phillips et al., 1993). Por conseguinte, parece que o0s sistemas renina-
angiotensina locais existem independentemente do sistema renal/hepatico. Embora
esses sistemas locais ndo contribuam significativamente para os niveis circulantes
de renina ativa ou de angiotensina (Campbell et al., 1991), ha evidéncias de que a
producgao local de angiotensina Il por sistemas renina-angiotensina locais intrinsecos
influencia as funcdes e estruturas vasculares, cardiacas e renais.

O Esquema 1 ilustra os sistemas de formagdo de angiotensina Il tanto

sistémica como local. Na formacgao sistémica, tradicional, a renina, oriunda do rim,
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representa a etapa limitante da producdo de angiotensina Il no plasma. Ja no
sistema local/tecidual, a ECA e a quimase controlam a produg&o de angiotensina Il.

Acredita-se que a angiotensina Il circulante esteja envolvida principalmente
na regulacao da pressao sanguinea. Patologias em que a produg¢ao de angiotensina
Il circulante esta alterada, como por exemplo, hipertensdo renal maligna, diferente
do que se pensa, sdo relativamente raras. Isto significa que a angiotensina Il,
envolvida em patologias como hipertensdo essencial, diabetes e aterosclerose, &
produzida localmente e ndo pode ser controlada pela renina (para revisdo ver
Miyazaki e Takai, 2006).

Sistémico Tecidual/local

€

Angiotensinogénio] [ Angiotensinogénio}

{ Angiotensinogénio]

[Angiotensinal } {Angiotensinal ]
Angiotensinall [Angiotensinall} [Angiotensinall}

[ Remodelamento tecidual

Esquema 1. Produgdo de angiotensina Il pela via sisttmica e pela via tecidual.
Modificado de Miyazaki e Takai, 2006.

1.3.1 Angiotensinal ll

A angiotensina Il é um potente peptideo vasoativo e o principal efetor do
sistema renina-angiotensina, sendo um vasoconstritor em torno de 40 vezes mais
potente que a noradenalina. A angiotensina Il provoca resposta pressora rapida,
devido ao aumento imediato da resisténcia periférica total, ou lenta, através da
reducdo da fungdo excretora renal, via aldosterona. A angiotensina Il altera
significativamente a morfologia do sistema cardiovascular. Em associagcédo com
aumento da pressdo sanguinea, ela induz remodelamento vascular e disfungéo
endotelial (Marchesi et al., 2008). Além da sua atividade vasoconstritora, a
angiotensina Il aumenta o rolamento, a adesdo e a migragc&o dos leucdcitos através
de um efeito direto nos mediadores pro-inflamatoérios vasculares (De Ciuceis et al.,

2005). Atua também como um forte modulador da producao de espécies reativas de



oxigénio na vasculatura. Além disso, estimula NADPH oxidase, a expressdo de
ICAM-1 e a infiltragcdo de macrofagos de forma independente da elevagdo da
pressao sanguinea (Schiffrin e Touyz, 2003).

Os efeitos da angiotensina Il se devem a acgdo deste peptideo nos
receptores especificos de superficie celular, AT1 e AT2, membros da familia de
receptores acoplados a proteina G. Esses receptores exibem pouca homologia
quanto a sua sequéncia de aminoacidos. Os efeitos bioldégicos da angiotensina Il,
como vasoconstricao direta, favorecimento da liberacdo de noradrenalina, secreg¢ao
de aldosterona e reabsorcdo de Na® sdo mediados, em sua maioria, pelos
receptores AT1, os quais tém distribuicdo ubiqua e abundante nos tecidos adultos,
incluindo vasos sanguineos, coragao, rins, glandula adrenal, figado, cérebro e
pulmado. Em contraste, a expressdo dos receptores AT2 é alta em fetos e reduzida
em tecidos adultos. O papel funcional destes receptores nédo esta bem definido.
Entretanto, evidéncias sugerem que os receptores AT2 podem exercer efeitos
antiproliferativos, pro-apoptoticos e vasodilatadores (Ardaillou, 1999; Horiuchi et al.,
1999; Inagami et al., 1999; Schulman e Raij, 2008).

Alguns tecidos contém enzimas de processamento do angiotensinogénio
distintas da renina (proteases nao-renina), que convertem o angiotensinogénio em
angiotensina | ou diretamente em angiotensina Il, bem como enzimas de
processamento da angiotensina | distintas da enzima conversora de angiotensina
(ECA), que convertem a angiotensina | em angiotensina Il (catepsina G, enzima
geradora de angiotensina Il sensivel a quimostatina, quimase cardiaca) (Dzau et al.,
1993). Ha evidéncias crescentes de que a quimase, possivelmente derivada dos
mastocitos, contribui  significativamente para a conversdo tecidual local da
angiotensina | em angiotensina Il, sobretudo no coragao (Wei et al., 1999) e nos rins
(Hollenberg et al., 1998); todavia, o papel da quimase como enzima de
processamento da angiotensina | depende da espécies e do 6rgéo (Akasu et al.,
1998).

Quimase € a principal protease expressa em granulos secretérios de
mastoécitos em muitas espécies de mamiferos. Ha alguns anos foi esclarecido que a
quimase esta envolvida no processo inflamatério de diversas doencas. Um estudo
mostrou que esta protease exerce papel quimiotatico sobre neutréfilos e monécitos
em humanos, e participa da acumulacdo de células inflamatérias no

desenvolvimento da resposta inflamatéria crénica em doencgas alérgicas e nao
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alérgicas (Tani et al., 2000). Recentemente demonstrado por Orinska et al. (2007), a
IL-15 regula de maneira negativa a transcrigdo de quimase de mastocitos. A inibigao
intracelular da IL-15 favorece a atividade antibacteriana das quimases contribuindo
para aumentar a sobrevivéncia de camundongos submetidos a CLP.

A enzima conversora de angiotensina tipo 2 (ECA-2) é homdloga da ECA e
funciona como um regulador negativo do sistema renina-angiotensina por formar
outros derivados a partir da angiotensina | e da angiotensina Il. Ela é caracterizada
como a principal enzima capaz de clivar a angiotensina Il em angiotensina 1-7 e
clivar a angiotensina | em angiotensina 1-9 (Donoghue et al., 2000; Tipnis et al.,
2000). Niveis aumentados de angiotensina Il, devido a redugdo da expressao da
ECA-2 mostraram favorecer a piora do dano pulmonar em camundongos (Imai et al.,

2005). Uma visualizagéo do sistema completo esta mostrada no Esquema 2.
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Esquema 2. Representacéo da vias do sistema renina-angiotensina.

1.3.2 Farmacos e o sistema renina-angiotensina

Uma grande quantidade de farmacos que interfere no sistema renina-
angiontensina esta disponivel para uso clinico. Esses farmacos pertencem a duas
principais classes, que s&o os inibidores da ECA (enalapril, captopril, lisinopril, etc.)
e os antagonistas nao-peptidicos dos receptores AT1 de angiotensina Il (losartan,
eprosartan, candesartan, etc.) (Goodman e Gilman, 2001).

Recentemente disponivel na clinica para tratamento da hipertensdo, o

aliskiren, inibidor direto da renina, oferece um bloqueio mais completo do sistema
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renina-angiotensina, juntamente com uma redugdo da morbidade e mortalidade
associadas a doengas cardiovasculares. De maneira dose-dependente, este
farmaco reduz a presséao arterial, inibe a atividade da renina plasmatica, atenua o
dano renal em modelos animais e, além disso, promove um eficiente e duradouro
bloqueio do sistema renina-angiotensina em individuos normotensos, comparado a
outros inibidores do sistema renina-angiotensina (Pool, 2007; Jensen et al., 2008).

Apesar dos inibidores da ECA e dos antagonistas dos receptores AT1 de
angiotensina Il em ultima andlise bloquearem o sistema renina-angiotensina, os
antagonistas diferem dos inibidores da ECA em varios aspectos importantes. Os
antagonistas reduzem a ativacao dos receptores AT1 com mais eficiéncia do que os
inibidores da ECA. Os inibidores da ECA reduzem a biossintese da angiotensina Il
produzida pela agdo da ECA sobre a angiotensina |, mas ndo inibem as vias de
geracgao da angiotensina Il independentes da ECA. Como os antagonistas bloqueiam
o receptor AT1, as agdes da angiotensina |l através deste receptor sdo inibidas,
independente da via bioquimica que leva a formagao de angiotensina Il. Ao contrario
dos inibidores da ECA, os antagonistas de AT1 podem ativar indiretamente os
receptores AT2. Os inibidores da ECA aumentam a liberagao de renina, entretanto,
como esses inibidores bloqueiam a conversao da angiotensina | em angiotensina II,
a inibicdo da ECA ndo esta associada a niveis elevados de angiotensina Il. Os
antagonistas também estimulam a liberacdo de renina; entretanto, no caso destes
farmacos, este efeito € traduzido por um aumento de varias vezes nos niveis
circulantes de angiotensina Il, e como se trata de um antagonismo competitivo
reversivel pode ocorrer o deslocamento do antagonista AT1. Os inibidores da ECA
aumentam os niveis de bradicinina (Hollenberg et al., 1998; Goodman e Gilman,
2001; Petrie et al., 2001).

Alguns dos efeitos benéficos dos inibidores da ECA podem ser atribuidos a
ativacao de distintas cascatas de sinalizagao pela ECA do que pelas mudangas nos
niveis de angiotensina Il e bradicinina (para detalhes ver Fleming et al., 2005).
Provavelmente alguns dos efeitos inesperados dos inibidores da ECA possam estar

relacionados a essa via de sinalizagao.

1.3.3 Angiotensina ll e sepse
Embora o efeito vasoconstritor da angiotensina Il seja desejavel durante a

sepse, cabe lembrar que apesar da vasodilatagao periférica, alguns leitos vasculares
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nao sofrem alteragdo na responsividade a agentes vasoconstritores nesta patologia
e, portanto, uma producao excessiva deste peptideo pode ndo ser muito desejavel.
Hoje se sabe que a angiotensina Il tem importante papel no remodelamento
cardiaco e vascular, na aterosclerose, na insuficiéncia cardiaca, na hipertenséo e na
inflamacao (revisado em Marchesi et al., 2008; Kumar et al., 2008). Dessa forma,
farmacos que modulam direta ou indiretamente a formagao deste peptideo, como os
inibidores da ECA e o inibidor de renina, ou os que interferem nas suas agdes, como
os antagonistas do receptor AT1 tém ganhado novas indicagbes terapéuticas,
conquistando um espaco no mercado que nao foi antecipado inicialmente.
Entretanto, alguns trabalhos que mostram o papel benéfico da interferéncia
do sistema renina-angiotensina em modelos animais de inflamag&o acabam usando
doses elevadas de antagonistas do receptor AT1 ou de inibidor da enzima
conversora de angiotensina. Estas doses produzem uma hipotensao excessiva
dificultando a interpretagdo dos dados. Além disso, sdo doses muito distantes das
usadas em humanos e administradas como pré-tratamento, dificultando assim a
transposicao destes dados para pratica clinica. Ha, portanto ainda grandes lacunas
em relagcdo ao papel da angiotensina Il no desenvolvimento da sepse, o que

estimula pesquisas para uma melhor compreensao deste assunto.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o envolvimento da
angiotensina Il em algumas alteragées hemodinamicas e do processo inflamatério
que ocorrem na sepse, usando para isso o modelo de ligadura e perfuragdo do ceco
(CLP) em ratos.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar a influéncia do bloqueio precoce dos receptores AT1 de
angiotensina Il, com o uso de losartan, e da inibigdo precoce da enzima conversora
de angiotensina, com o uso de enalapril, sobre resposta inflamatdria, pressao arterial
meédia e hiporreatividade a vasoconstritores em animais submetidos ao modelo de

sepse experimental de ligadura e perfuragao do ceco (CLP);

o Avaliar a influéncia do bloqueio tardio dos receptores AT1 de
angiotensina Il, com o uso de losartan, na pressdo arterial média e na
hiporreatividade a vasoconstritores em animais submetidos ao modelo de sepse

experimental de ligadura e perfuragdo do ceco (CLP);

o Avaliar alguns parametros bioquimicos dos animais submetidos a
cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) e tratados precoce e tardiamente

com losartan.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar fémeas com 3 meses de idade, pesando entre
200 e 250 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina. Até o momento da realizacdo dos experimentos, os animais foram
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia em local com
temperatura ambiente controlada (22 + 2° C) e ciclo de luz claro/escuro (12/12 h),
com livre acesso a ragdo e agua. Todos os procedimentos com animais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC) sob o nimero
23080.03424/2005-22/UFSC e estdo de acordo com as Diretrizes de Cuidados com
Animais de Laboratério dos Institutos Nacionais de Saulde, dos Estados Unidos da
América (NIH; EUA).

3.2 Procedimentos Experimentais
3.2.1 Modelo de septicemia por ligadura e perfuragcéo do ceco (CLP)

Os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina (90/15 mg/kg, i.p.).
Em seguida, foram submetidos a uma laparotomia com incisdo de aproximadamente
1 cm e subsequente exposic¢ao e ligadura nao-obstrutiva do ceco, abaixo da valvula
ileo-cecal. Para indugao da septicemia, o ceco dos animais foi perfurado 20 vezes
com agulha 18 G, seguido de leve compressao para assegurar o extravasamento do
conteudo cecal. Apds a perfuracdo, o ceco foi recolocado na cavidade abdominal,
seguindo-se a sutura da musculatura e da pele do local. Apds a sutura, os animais
receberam 2 mL de salina (s.c.) para reposi¢ao fluidica (Benjamin et al., 2000) e
foram mantidos em ambiente aquecido até a recuperacdo da anestesia (1 a 2
horas). Os animais do grupo controle (animais falso-operados ou sham) foram
submetidos aos mesmos procedimentos cirurgicos, ndo sofrendo, contudo, ligadura
e perfuracdes no ceco. Os animais naive ndo passaram por nenhum procedimento

cirurgico.

3.2.2 Avaliacéo da Presséao Arterial

Para a avaliacdo da pressao arterial os animais foram anestesiados com
ketamina/xilazina (90/15 mg/kg), injetada pela via intramuscular, e posicionados em
decubito dorsal sobre uma mesa cirlrgica aquecida a 37°C. Em todos os

experimentos, a veia femoral esquerda foi dissecada para a inser¢do de uma agulha
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acoplada a uma céanula de polietileno (PE 50) e a uma seringa. Esse acesso venoso
foi a via de administragdo para alguns dos compostos utilizados. A prevencédo da
formagao de coagulos e da obstrugdo das céanulas foi feita pela injecdo de 30 Ul de
heparina sddica diluida em 100 uL de PBS, através da canula implantada. Os
animais foram entdo submetidos a uma traqueostomia para facilitar a respiragao
espontdnea e, em seguida, a artéria cardtida esquerda foi localizada e
cuidadosamente separada do nervo vago e dos tecidos adjacentes. O fluxo
sanguineo da cardtida foi interrompido na extremidade distal através de ligadura
com fio de sutura, enquanto que o fluxo da extremidade proximal foi
temporariamente interrompido através de compressdo com uma ping¢a curva. Um
pequeno corte foi realizado na regido medial da porg¢ao da artéria caroétida, cujo fluxo
estava obstruido, servindo como via de insergdo de um cateter de polietileno
(Angiocath®, n° 19), devidamente heparinizado. O cateter foi firmemente amarrado &
artéria e conectado ao transdutor de pressao (Mikro-Tip®, Millar Instruments, Inc.,
Huston, Texas, EUA) acoplado a um aparelho Powerlab 8/30 (AD Instruments Pty
Ltda, Castle Hill, Australia). Os valores de pressao arterial média (PAM) foram
registrados em um computador (sistema operacional Windows XP™, Microsoft
Corporation, EUA) por um software de integracdo Chart5™. A administracdo
intravenosa dos compostos de interesse, bem como a avaliagdo das respostas
cardiovasculares em nossos experimentos in vivo, foi iniciada entre 20 e 30 minutos
apos o término da manipulagao cirurgica. Esse periodo mostrou-se suficiente para a
estabilizagcado da pressao arterial média dos animais, geralmente elevada devido ao
estresse cirurgico. Os agentes vasoativos estudados foram dissolvidos em PBS e
administrados lentamente (volume final de 50 puL). Imediatamente apés, mais 150 uL
de PBS eram injetados para assegurar que nenhum residuo da droga em uso
permanecesse no interior da canula de polietileno. A injecéo lenta de 200 uL de
PBS, por si sO, ndo foi capaz de alterar a pressao arterial média, 0 que nos garantiu
que os efeitos observados eram realmente decorrentes das agdes das drogas
administradas. Ao término dos experimentos, todos os animais foram sacrificados

através da administracao intravenosa de altas doses de xilocaina.
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3.2.3 Dosagens bioquimicas
3.2.3.1 Determinacao dos niveis de nitrato e nitrito (NOy) plasmatico

A determinacdo da concentracdo plasmatica de NOy foi feita através da
reducdo enzimatica do nitrato pela enzima nitrato redutase, expressa em Escherichia
coli cultivada em meio anaerdébico, de acordo com metodologia descrita
detalhadamente por Granger et al. (1990). As amostras de plasma foram diluidas 1:1
em agua Milli-Q e desproteinizadas pela adi¢do de sulfato de zinco (20%). Para a
conversao do nitrato a nitrito, as amostras foram incubadas a 37° C durante 2 horas,
em presenca da enzima nitrato redutase expressa em E. coli. Apés o periodo de
incubacao, as amostras foram centrifugadas para a remogao das bactérias, sendo
100 uL do sobrenadante misturados com o mesmo volume de reagente de Griess
(1% de sulfanilamida em 10% de acido fosférico/0,1% de a-naftil-etilenodiamina em
agua Milli-Q) em placas de 96 pogos. Em seguida, procedeu-se a leitura a 540 nm
num leitor de placas. Simultaneamente, foram feitas curvas padrao de nitrato e nitrito
(0 a 150 uM). Nestas condigdes a conversao de nitrato para nitrito foi maior que 90%
e, portanto, ndo foi realizada nenhuma correcido dos resultados. Por meio de
regressao linear, os valores plasmaticos foram calculados e expressos como uM de
NOx.

3.2.3.2 Dosagem de uréia plasmética

Os niveis de uréia plasmatica foram determinados por teste enzimatico
colorimétrico utilizando-se o kit Bioclin (K047, Belo Horizonte, MG). O principio
basico da reagdo é a hidrdlise da uréia a ions aménio (NH,") e dioxido de carbono
(CO,), através da enzima urease. Em pH alcalino e na presenca de salicilato e
hipoclorito de sédio, a amdnia origina um composto esverdeado, cuja intensidade de
cor € proporcional a concentragcdo de uréia na amostra analisada. Esse ensaio foi
adaptado para ser realizado em placas de 96 pocos, utilizando-se 1 uL de amostra
para um volume final de reacdo de 200 uL. A leitura da absorbéancia foi feita a 630
nm em um leitor de placas. Os valores foram calculados com base em um fator de

calibragao e a concentragéo de uréia expressa em mg/dL.
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3.2.3.3 Dosagem de creatinina plasmatica

Os niveis de creatinina plasmatica foram determinados por teste
colorimétrico, através do kit Bioclin (K016, Belo Horizonte, MG). Em meio alcalino a
creatinina reage com o acido picrico, formando um complexo de cor amarelo-
avermelhada, que é medido fotometricamente (absorbancia a 490 nm). Com adigao
de um reagente acido o pH é diminuido e a cor referente a creatinina é desfeita,
permanecendo apenas a cor devida aos cromogénios, também registrada por
absorbancia a 490 nm. Através da diferencga entre as leituras obtidas no pH alcalino
e no pH acido, obtém-se o valor real da concentragcao de creatinina nas amostras.
Esse ensaio foi adaptado para ser realizado em placas de 96 pocos, utilizando-se 20
uL de amostra para um volume final de reacédo de 200 uL. Os valores foram
calculados com base em um fator de calibracdo e a concentragcdo de creatinina

expressa em mg/dL.

3.2.3.4 Dosagem de glicose

Os niveis de glicose sanguinea foram mensurados eletroquimicamente por
meio do sistema de monitoramento da glicemia Trackease Smart System (Home
Diagnostics, Inc.; Fort Lauderdale, Florida, USA), utilizando tiras reativas adequadas
para 0 mesmo. Apds uma pequena incisdo na cauda dos animais, uma gota de

sangue foi utilizada e os resultados foram expressos em mg/dL

3.2.4 Dosagem da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em pulméo

O recrutamento de neutrdfilos foi quantificado indiretamente através da
determinacdo da atividade da MPO em tecido pulmonar. O homogenato de pulmé&o
foi feito em tampado fosfato de sdodio (80 mM; pH 5,4), contendo brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB; 0,5%, p/v), com o auxilio de um homogeneizador do
tipo Ultra-Turrax. O homogenato resultante foi centrifugado (20 min., 10.400 x g, 4°
C) e uma aliquota de 30 uL do sobrenadante foi utilizada para o ensaio da MPO. A
reagcao enzimatica foi desenvolvida na presenca de tetrametilbenzidina (1,6 mM) e
H202 0,5 mM (em solugédo tampéao fosfato 80 mM; pH 5,4) em volume final de 200
uL. Apos o periodo de incubagao (3 min, 37° C) a absorbancia foi medida em um
leitor de placas a 630 nm (Ultra Microplate Reader EL 808, Biot-Tek Instruments,

Inc., EUA). A quantidade de proteina total foi estimada pelo método de Bradford e a
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atividade da MPO foi expressa como unidades de densidade 6ptica (D.O.) por mg de

proteina.

3.2.5 Determinacdo do crescimento de bactérias no sangue e no lavado
peritoneal

Realizou-se a abertura da cavidade toracica e aproximadamente 1 mL de
sangue foi coletado por puncdo cardiaca e armazenado em tubo apropriado
contendo heparina (3 Ul/mL de sangue). Para obtengéo do lavado, um volume de 3
mL de PBS foi introduzido na cavidade abdominal e, posteriormente, cerca de 1 mL
do conteudo peritoneal foi coletado. Um volume 10 uL das amostras foi semeado em
placas contendo o meio de cultura agar Mueller-Hinton (Himedia, Mumbai, india).
Semeou-se o sangue puro e diluido 1:10 e 1:100 em tampao PBS estéril. O lavado
peritoneal foi diluido 1:100, 1:1000 e 1:10000 no mesmo tampdo antes da
semeadura. Todo o procedimento foi feito sob condigcdes estéreis. Apds a
semeadura, as placas foram incubadas por 24 horas a 37° C e o numero de colbnias
foi quantificado. Os resultados foram expressos como Log 10 da Unidade Formadora
de Colbnias (UFC)/mL para as bactérias presentes no sangue e UFC/cavidade para

as bactérias presentes no lavado peritoneal.

3.2.6 Contagem de leucdcitos totais

Amostras de sangue coletadas em tubo contendo heparina foram diluidas
em liquido de Turk numa proporcao de 1:40. Em seguida, a contagem de células foi
feita em Camara de Neubauer. O numero de leucécitos totais foi expresso como

células/mm?®x 10°.

3.2.7 Avaliacdo da sobrevivéncia

Os animais sham e sépticos tiveram sua taxa de sobrevivéncia determinada
apods observagao a cada 12 horas durante 3 dias consecutivos. Nesse periodo, os
animais foram mantidos em local com temperatura ambiente controlada (22 £ 2°C) e
ciclo claro/escuro (12/12 h) com livre acesso a ragao e agua. Ao término do periodo,

0s animais sobreviventes foram sacrificados por inalacdo de COa.
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3.3 Protocolos Experimentais
3.3.1 Determinacao da duracéo do efeito fisiolégico do losartan e do enalapril

Para determinar o efeito fisiolégico do losartan e do enalapril, animais naive
receberam por via subcutdnea as doses de 0,25 ou 15 mg/kg de ambas os
farmacos. Nos tempos de 8 e 24 horas apds o tratamento, foi verificada a presséao
arterial média (PAM) e a variagdo na PAM em resposta a administracao de 30
pmol/kg de angiotensina | e |l para os tratamentos com enalapril e losartan,
respectivamente, conforme representado no esquema 3. Como controles foram
utilizados animais naive que receberam apenas PBS. Os resultados foram
expressos como a média + erro padrao da meédia, com n=6 animais por grupo.

A escolha das respectivas doses foi baseada em ensaios prévios, onde
foram utilizadas 3 diferentes doses, sendo uma chamada de dose alta (15 mg/kg),
uma intermediaria (2 mg/kg) e outra baixa (0,25 mg/kg). Como a dose de 2 mg/kg
nao interferiu em nenhum parametro analisado, optamos por interromper as analises
com a mesma, por isso, 0s ensaios desse trabalho foram realizados apenas com as
doses de 0,25 e 15 mg/kg.

[ Tempo (horas) ]
(wae | o }—s) (24)

[ |

LOSARTAN [ Presséao Arterial Média J

Raou 15 mglg 8.c) Resposta & angiotensina | ou Il
ENALAPRIL

(0,25 ou 15 mg/kg s.c.)

Esquema 3. Protocolo experimental para a avaliagado da duragao do efeito fisioldgico
do losartan e do enalapril em ratos.

3.3.2 Avaliacao cardiovascular e do efeito da fenilefrina e da angiotensina Il em
animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco, tratados
precocemente com losartan ou enalapril

Animais sham e submetidos a CLP foram tratados com losartan (doses de
0,25 e 15 mg/kg) ou enalapril (dose de 0,25 mg/kg), duas horas apés a realizagao do
procedimento cirurgico. Os animais que receberam losartan foram anestesiados e

preparados para o registro da presséo arterial, conforme descrito no item 3.2.2, nos
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tempos de 6 e 24 horas apds a cirurgia, ou seja, 4 e 22 horas apos o tratamento. Os
grupos tratados com enalapril foram preparados para o registro da pressao arterial
24 horas apds a inducao da sepse, seguindo os mesmos procedimentos descritos
no item 3.2.2. Para os dois tratamentos foram avaliados os efeitos vasoconstritores
da fenilefrina (doses de 3, 10 e 30 nmol/kg) e da angiotensina |l (dose de 30
pmol/kg). Ver esquemas 4 e 5. 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 plasma recuperado e armazenado a -20 ° C para posterior
realizagao das analises bioquimicas. Os resultados foram expressos como a média

erro padrao da média, com n=6 animais por grupo.

3.3.3 Avaliacdo do tratamento precoce com losartan ou enalapril na migracéao
de neutréfilos para o pulmé&o de animais submetidos a cirurgia de ligadura e
perfuracéo do ceco

Animais sham e submetidos a CLP foram tratados com as doses de 0,25 ou
15 mg/kg de losartan ou enalapril, duas horas apds o procedimento cirurgico. Nos
tempos de 6 e 24 horas os animais foram sacrificados e os pulmdes coletados para
a determinacao da atividade da enzima mieloperoxidase conforme descrito no item
3.2.4. Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da meédia, com

n=6 animais por grupo.

3.3.4 Determinagdo da glicemia de animais tratados precocemente com
losartan

Animais sham e submetidos a CLP foram tratados com losartan nas doses
de 0,25 ou 15 mg/kg duas horas depois da cirurgia e tiveram a glicemia avaliada nos
tempos de 6, 12 e 24 horas apdés o procedimento cirurgico. Os resultados foram

expressos como a média + erro padrao da média, com n=6 animais por grupo.

3.3.5 Avaliacdo dos efeitos da administracdo precoce de losartan nha
sobrevivéncia de animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do
ceco

Decorridas duas horas do procedimento de indu¢cdo da sepse, 0s animais

foram divididos em grupos (n = 10 animais por grupo) e receberam o tratamento com
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losartan nas doses de 0,25 ou 15 mg/kg. Os grupos controle, CLP sem tratamento e

sham, receberam PBS. A sobrevivéncia foi avaliada conforme descrito no item 3.2.7.

[ Tempo (horas) ]

CLP
P, g 6 [ 24
SHAM ﬂ ﬂ ﬂ
LOSARTAN Pressdo Arterial Média
(0,25 ou 15 mg/kg s.c.) Resposta a fenilefrina

Resposta a angiotensina Il
Creatinina e uréia Plasmatica
NOx Plasmatico
MPO pulmonar

Esquema 4. Protocolo experimental para a avaliagdo do tratamento precoce com
losartan.

[ Tempo (horas) ]

oPH
L 2 ) 24
SHAM l—’ ﬂ
ENALAPRIL ‘ Presséo Arterial Média
(0,25 mg/kg s.c.) Resposta & fenilefrina

Resposta a angiotensina |l
MPQO pulmonar

Esquema 5. Protocolo experimental para a avaliagdo do tratamento precoce com
enalapril.

3.3.6 Avaliacdo cardiovascular e do efeito da fenilefrina e da angiotensina Il em
animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco, tratados
tardiamente com losartan

Animais sham e submetidos a CLP foram tratados com losartan nas doses
de 0,25 ou 15 mg/kg oito horas apds o procedimento cirurgico. Decorridas 24 horas
da cirurgia, portanto, 16 horas apds o tratamento, os animais foram anestesiados e
preparados para o registro da pressao arterial, conforme descrito no item 3.2.2.
Foram avaliados os efeitos vasoconstritores da fenilefrina (nas doses de 3, 10 e 30
nmol/kg) e da angiotensina Il (30 pmol/kg). Ao término dos experimentos, amostras
de sangue arterial (cerca de 1 mL) foram coletadas e centrifugadas a 4000 g durante

10 minutos, sendo o plasma recuperado e armazenado a -20 ° C para posterior
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realizacado das analises bioquimicas. Os resultados foram expressos como a média +

erro padrdo da média, com n=6 animais por grupo.

[ Tempo (horas) J

CLP

== | u

LOSARTAN Presséo Arterial Média
(0,25 ou 15 mg/kg s.c.) Resposta a fenilefrina
Resposta a angiotensina |l
Creatinina e uréia Plasmatica
NOx Plasmatico

Esquema 6. Protocolo experimental para a avaliagdo do tratamento tardio com
losartan.

3.4 Compostos e reagentes utilizados

As seguintes substancias foram utilizadas neste estudo: ketamina
(Dopalen™, Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil), xilazina (Anasedan™, Vetbrands,
Jacarei, SP, Brasil) heparina sodica (gentiimente cedida por Cristalia Produtos
Farmacéuticos, Sao Paulo, SP, Brasil), fenilefrina, angiotensina II, losartan e
enalapril foram comprados da Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA. Os
sais e reagentes utilizados para preparo de solugbes foram dissolvidos em agua
Milli-Q. Os estoques de angiotensina Il foram preparados em HCI (0,01 N). Todos os

compostos foram diluidos para uso em PBS estéril.

3.5 Analise dos resultados e testes estatisticos

Os resultados foram expressos como a média = erro padrdao da média
(EPM). As analises estatisticas foram realizadas pelas analises de variéncia
(ANOVA) de uma ou de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls,
utilizando o pacote estatistico Statistica® (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). Valores de
p < 0,05 foram considerados significativos. As curvas de sobrevivéncia foram
expressas como porcentagem de animais vivos observados em um intervalo de 12
horas durante os 3 dias avaliados. Para analise estatistica das curvas e calculo da
média foi utilizado o teste de logrank. As diferengas entre as curvas representativas
de cada grupo experimental foram consideradas significativamente diferentes para p
< 0,05. Todos os graficos apresentados foram feitos com o auxilio do programa
GraphPad Prism (San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS
4.1 Determinacédo da duracédo do efeito fisiolégico do losartan e do enalapril

Embora os farmacos losartan e enalapril tenham seus tempos de meia-vida
em humanos definidos (aproximadamente 2,5 horas para o losartan e de 9 horas
para seu metabalito ativo E3174, e de aproximadamente 1,3 horas para o enalapril e
de 11 horas para seu metabdlito ativo enalaprilat) (Goodman e Gilman, 2001; Sica et
al., 2005), resolvemos investigar a duragao do efeito das doses escolhidas para o
uso neste estudo em ratos. A verificagdo da presséao arterial média, nos tempos de 8
e 24 horas, indica que a dose de 15 mg/kg de losartan causou, por si s6, uma
hipotensdao que pode ser observada nos dois tempos de analise. A dose de 0,25
mg/kg ndo interferiu na pressé&o arterial média dos animais (Figura 1, painel A).

No tempo de 8 horas apds a administragdo da angiotensina Il (30 pmol/kg),
foi observado bloqueio dos receptores AT1 para as duas doses testadas (0,25 e 15
mg/kg). Por outro lado, no tempo de 24 horas, apenas os animais que receberam a
dose mais alta ainda apresentavam bloqueio do receptor AT1 (Figura 1, painel B).

Em relagdo ao enalapril, somente no tempo de 8 horas e com a dose de 15
mg/kg, foi observada uma consideravel queda da pressao arterial média induzida
pelo farmaco (Figura 2, painel A). A inibicdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA) por este farmaco, verificada através da resposta a administragdo de
angiotensina | (30 pmol/kg), foi observada para as duas doses administradas apenas
no tempo de 8 horas. Na analise feita 24 horas apds a administragcao de enalapril, ja

nao se constatou mais a inibigao da ECA (Figura 2, painel B).
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Figura 1. Determinacéo da duracao do efeito fisiologico do losartan através da
avaliagdo da pressdo arterial média e da resposta vasoconstritora a
administracdo de angiotensina Il. Animais naive foram tratados com losartan nas
doses de 0,25 ou 15 mg/kg. Oito ou 24 horas apdés o tratamento eles foram
preparados para o registro da pressao arterial média (Painel A). A dose de 30
pmol/kg de angiotensina Il foi administrada e a variacdo na pressao arterial média
registrada (Painel B). Os resultados representam a média + erro padrdo da média,
n=6. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle (PBS). (ANOVA de uma via seguida
pelo post-hoc de Newman-Keuls).
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Figura 2. Determinacao da duracao do efeito fisiolégico do enalapril através da
avaliacdo da pressdo arterial média e da resposta vasoconstritora a
administracdo de angiotensina |. Animais naive foram tratados com enalapril nas
doses de 0,25 ou 15 mg/kg. Oito ou 24 horas apdés o tratamento eles foram
preparados para o registro da pressdo arterial média (Painel A). A dose de 30
pmol/kg de angiotensina | foi administrada e a variagcdo na pressao arterial média
registrada (Painel B). Os resultados representam a média + erro padrdo da média,
n=6. * p < 0,05 em relagéo ao grupo controle (PBS). (ANOVA de uma via seguida
pelo post-hoc de Newman-Keuls).
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4.2 Efeitos da administracao precoce de losartan e enalapril na sepse

Estes experimentos foram conduzidos em animais sham e CLP que
receberam losartan ou enalapril duas horas apés a cirurgia. Os animais tratados com
losartan tiveram alguns parametros analisados 6 e 24 horas apds a cirurgia, ou seja,
4 e 22 horas ap6s a administracdo dos farmacos. Os animais que receberam

enalapril tiveram alguns parédmetros avaliados 24 horas apds a cirurgia.

4.2.1 Losartan, hipotensao e hiporreatividade a vasoconstritores

Todos os animais submetidos a CLP que receberam apenas PBS
apresentavam-se hipotensos quando comparados aos animais sham. Esta
hipotensao foi observada ja em 6 horas e manteve-se presente pelo menos até 24
horas apds a CLP.

A menor dose de losartan ndo ocasionou alteragao na pressao arterial média
dos animais CLP e sham, em nenhum dos tempos analisados (Figura 3, painéis A e
C). Por outro lado, a dose maior causou hipotensdo pronunciada nos animais
sépticos, tanto no tempo de 6 quanto de 24 horas apds a cirurgia. O tratamento do
grupo sham com a maior dose de losartan n&o interferiu nos valores da presséo

arterial média (Figura 3, painéis B e D).

25



6 horas 6 horas
100-

o 1007 mm PBS .g mm PBS
3 A [ LOS 0,25 mglkg 3 B 3 LOS 15 mg/kg
T 5 80 * * S5 80 *
it 53 ¢
<E < g *
2 601 @ 607
(2}
2 2
¢ &
o 40- 40-
SHAM cLP SHAM cLP
24 horas 24 horas

s e mm PBS g 00 mm PBS
é [ LOS 0,25 mg/kg é D [ LOS 15 mglkg
T 5 807 . T T 5 80 .
IoE - oF - #
< g < g d
S = 60- S = 60-
1) [}
1) [%]
s o
o o

40- 40-

SH'AM CI'_P SH'AM CI'_P

Figura 3. Efeito do tratamento com losartan sobre a presséo arterial média de
animais submetidos a CLP. Os animais tratados com losartan, duas horas apds a
indugdo da sepse, foram preparados para o registro da pressao arterial média 6 ou
24 horas ap6s o procedimento cirurgico. Painéis A e B: analise no tempo de 6 horas
para tratamento com losartan 0,25 e 15 mg/kg respectivamente. Painéis C e D:
analise no tempo de 24 horas para tratamento com losartan 0,25 e 15 mg/kg
respectivamente. Os valores representam a média + erro padrao da média, n=6. * p
< 0,05 em relagao ao grupo sham+PBS, # p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP+PBS.
(ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).

Em relacdo a reatividade vascular, os animais submetidos a CLP
apresentaram uma significativa perda da resposta a fenilefrina, caracterizando assim
a hiporeatividade vascular da sepse (Figura 4, painéis A, B, C e D).

O losartan nao alterou a resposta a fenilefrina nos animais sham em nenhum
dos tempos avaliados (Figura 4, painéis A, B, C e D).

A analise realizada no tempo de 6 horas mostrou que o tratamento nao
alterou a hiporeatividade a fenilefrina. Por outro lado, a hiporeatividade a fenilefrina
24 horas depois da cirurgia foi alterada pelo losartan. O emprego da menor dose
promoveu uma consideravel melhora na resposta ao vasoconstritor (Figura 4, painel
C). Por sua vez, a dose de 15 mg/kg causou uma significativa piora na resposta

vasoconstritora dos animais sépticos (Figura 4, painel D).
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Figura 4. Efeito do tratamento com losartan na hiporreatividade a fenilefrina em
animais submetidos & CLP. Os animais foram tratados com losartan duas horas
apos a inducdo da sepse. Nos tempos de 6 ou 24 horas apdés o procedimento
cirurgico foram preparados para o registro da presséo arterial. Doses crescentes de
fenilefrina foram injetadas e a variagado na pressao arterial média registrada. Painéis
A e B: analise no tempo de 6 horas para tratamento com losartan 0,25 e 15 mg/kg
respectivamente. Painéis C e D: analise no tempo de 24 horas para tratamento com
losartan 0,25 e 15 mg/kg respectivamente. Os resultados representam a média +
erro padréao da média, n=6. * p < 0,05 em relagdo ao grupo sham+PBS. # p < 0,05
em relagao ao grupo CLP+PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Newman-Keuls).



De forma semelhante ao que ocorreu em resposta a fenilefrina, os animais
submetidos a CLP também se apresentaram hiporreativos a angiotensina Il (dose de
30 pmol/kg) em ambos os tempos analisados (Figura 5, painéis A, B, C e D).

A analise realizada no tempo de 6 horas com animais submetidos a CLP e
tratados com losartan mostrou que a menor dose nao interferiu na responsividade ao
agente vasoconstritor angiotensina Il. A maior dose de losartan promoveu uma
reducao significativa na resposta a 30 pmol/kg de angiotensina Il. Os animais sham
tratados com 0,25 mg/kg de losartan nao diferiram dos que receberam apenas PBS.
Por outro lado, o grupo sham tratado com 15 mg/kg de losartan, apresentou uma
resposta bem inferior aquela observada nos animais sham que nao receberam esse
tratamento (Figura 5, painéis A e B).

Contudo, a analise realizada no tempo de 24 horas mostrou efeitos bastante
distintos em relacdo as duas doses de losartan na responsividade dos animais
sépticos a angiotensina Il. O emprego da menor dose do farmaco foi capaz de
promover uma consideravel melhora na resposta a esse agente vasoconstritor
(Figura 5, painel C). Por sua vez, a dose de 15 mg/kg ndo s6 n&o reverteu mas
aumentou a hiporreatividade a angiotensina Il nos animais submetidos a CLP
(Figura 5, painel D). A resposta dos animais sham tratados com 0,25 mg/kg de
losartan 22 horas antes da analise, ndo diferiu daqueles que receberam apenas
PBS. Por outro lado, aqueles que receberam 15 mg/kg de losartan apresentaram
uma resposta bem inferior aquela observada nos animais sham que receberam

apenas PBS (Figura 5, painéis C e D).

28



50- 6 horas 50+ 6 horas

23 |a mm PBS 23 |8 B PBS
2 T a0 [ LOS 0,25 mglkg 3 £ 404 [ LOS 15 mg/kg
2 E 2 E
o o=
@ 301 © 304
23 23
9 = 20- * 9 = 20- *
S5 x S5
.8 c .O * #
5 & 107 5 & 101 *
x| = ] =]
= (05,
SHAM cLp SHAM cLP
24 horas 50- 24 horas
. 507 @8 PBS o3 |D Em PBS
82 |cC 3 LOS 0,25 mg/kg 2 E 401 3 LOS15 mgtkg
@ € 40 # °E
L E & 30-
o @ 301 o5 T
g5 c3 *
. * (] -
S = 201 g= 20
S 82
=5 10- 59 104 #
(O >z *
SE <5 =
N i
L L} ' '
SHAM o SHAM CLP

Figura 5. Efeito do tratamento com losartan na responsividade a angiotensina
Il em animais submetidos a CLP. Os animais foram tratados com losartan duas
horas apds a indugao da sepse. Nos tempos de 6 ou 24 horas apds o procedimento
cirargico os animas foram preparados para o registro da presséao arterial. A dose de
30 pmol/kg de angiotensina Il foi injetada e a variagao na pressao arterial média
registrada. Painéis A e B: analise no tempo 6 horas para tratamento com losartan
0,25 e 15 mg/kg respectivamente. Painéis C e D: analise no tempo de 24 horas para
tratamento com losartan 0,25 e 15 mg/kg respectivamente. Os resultados
representam a média + erro padrao da média, n=6. * p < 0,05 em relagdo ao grupo
sham+PBS. # p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP+PBS (ANOVA de duas vias
seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).

4.2.2 Losartan e a funcao renal

Os animais submetidos a CLP apresentaram uma consideravel perda da
funcdo renal quando comparados aos falso-operados, em ambos os tempos
analisados, como pode ser observado através da dosagem da creatinina plasmatica
(Figura 6, painéis A, B, C e D).

A menor dose de losartan ndo interferiu nos niveis plasmaticos de creatinina
dos animais sépticos, em nenhum dos tempos observados (Figura 6, painéis A e C).
Por sua vez, a dose de 15 mg/kg causou uma consideravel piora da fungao renal ja
comprometida nos animais sépticos, tanto no tempo de 6 quanto de 24 horas (Figura

6, painéis B e D). Nenhuma das doses em estudo interferiu nos niveis de creatinina
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plasmatica dos animais sham em nenhum dos tempos analisado (Figura 6, painéis
A, B,CeD).

6 horas #
B EE PBS
[ LOS 15 mg/kg

6 horas

A ER PBS
3 LOS 0,25 mg/kg

*

[
a1
]
[
a1
]

H *

[y
o
1
=
o
1

0.5 b 0.5

0.0-

0.0-

Creatinina plasmatica (mg/dL)
.|
Creatinina plasmatica (mg/dL)

U U U U
SHAM CLP SHAM CLP

2.0 24 horas
C mm PBS
1.5 [ LOS 0,25 mg/kg

20- 24 horas #
*

D mE PBS
1.54 [ LOS 15 mg/kg

* *

1.04 T

1.04

0.5 0.5

Creatinina plasmatica (mg/dL)
Creatinina plasmatica (mg/dL)
*

Ll
SHAM CLP SHAM CLP

Figura 6. Niveis plasmaticos de creatinina em animais submetidos a CLP e
tratados com losartan. Os animais foram tratados com losartan (0,25 mg/kg ou 15
mg/kg) duas horas apds a indugcéo da sepse. No tempo de 6 ou 24 horas apds o
procedimento cirdrgico o sangue foi coletado e o plasma separado para a
determinacao dos niveis de creatinina através de ensaio enzimatico colorimétrico.
Painéis A e B: analise no tempo 6 horas para tratamento com losartan 0,25 e 15
mg/kg respectivamente. Painéis C e D: analise no tempo de 24 horas para
tratamento com losartan 0,25 e 15 mg/kg respectivamente. Os resultados
representam a média + erro padrao da média, n=6. * p < 0,05 em relagdo ao grupo
sham+PBS. # p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP+PBS (ANOVA de duas vias
seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).

De forma semelhante a creatinina, os niveis de uréia plasmatica também
indicam que os animais submetidos a CLP apresentaram um consideravel
comprometimento da funcdo renal quando comparados aos animais sham em
ambos os tempos analisados (Figura 7, painéis A, B, C e D).

A menor dose de losartan nao interferiu nos niveis plasmaticos de uréia dos

animais seépticos e dos sham em nenhum dos tempos analisados (Figura 7, painéis
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A e C). Entretanto, a maior dose analisada ocasionou um aumento significativo dos
niveis de uréia plasmatica nos animais submetidos a CLP. Contudo, essa dose nao

modificou os niveis de uréia dos animais sham em nenhum dos tempos (Figura 7,

painéis C e D).
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Figura 7. Niveis plasméticos de uréia em animais submetidos a CLP e tratados
com losartan. Os animais foram tratados com losartan (0,25 ou 15 mg/kg) duas
horas apos a inducado da sepse. No tempo de 6 ou 24 horas apds o procedimento
cirargico o sangue foi coletado e o plasma separado para a determinagéao dos niveis
plasmaticos de uréia através de ensaio enzimatico colorimétrico. Painéis A e B:
analise no tempo 6 horas para tratamento com losartan 0,25 e 15 mg/kg
respectivamente. Painéis C e D: analise no tempo de 24 horas para tratamento com
losartan 0,25 e 15 mg/kg respectivamente. Os resultados representam a média +
erro padrao da média, n=6. * p < 0,05 em relagdo ao grupo sham+PBS. # p < 0,05
em relagcdo ao grupo CLP+PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Newman-Keuls).

4.2.3 Losartan e niveis plasméticos de nitrato + nitrito (NOXx)
Os animais sépticos apresentaram uma substancial elevacdo nos niveis

plasmaticos de NOx em comparagdo com os falso-operados, como pode ser
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observado nos dois tempos em que foram feitas as analises (Figura 8, painéis A, B,
CeD).

No tempo de 6 horas apds a cirurgia, o tratamento com losartan nao
promoveu alteragao dos niveis plasmaticos de NOx nos animais sépticos (Figura 8,
painéis A e B). A analise no tempo de 24 horas mostrou que a dose de 0,25 mg/kg
de losartan n&o alterou os niveis dos metabdlitos estaveis do NO. Porém, a maior
dose em estudo causou um aumento desses metabolitos (Figura 8, painéis C e D).
Nenhuma das doses de losartan interferiu nos niveis plasmaticos de NOx dos

animais sham em nenhum dos tempos.
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Figura 8. Niveis plasmaticos de nitrato + nitrito (NOx) em animais submetidos a
CLP e tratados com losartan. Os animais foram tratados com losartan (0,25 ou 15
mg/kg) duas horas apés a indugcédo da sepse. No tempo de 6 ou 24 horas apds o
procedimento cirdrgico o sangue foi coletado e o plasma separado para a
determinacao dos niveis plasmaticos de NOx através da conversao de nitrato a
nitrito, seguida da reacao de Griess. Painéis A e B: analise no tempo 6 horas para
tratamento com losartan 0,25 e 15 mg/kg respectivamente. Painéis C e D: analise no
tempo de 24 horas para tratamento com losartan 0,25 e 15 mg/kg
respectivamente.Os resultados representam a média + erro padrao da média, n=6. *
p < 0,05 em relagédo ao grupo sham+PBS. # p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP+PBS
(ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).
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4.2.4 Losartan e nivel glicémico

No tempo de 6 horas apds a cirurgia, os animais submetidos a CLP
apresentavam-se hiperglicémicos quando comparados ao grupo sham. A analise
feita no tempo de 12 horas apds a inducdo da sepse mostrou que os animais
sépticos estavam hipoglicémicos, quando comparados ao grupo sham. Essa queda
da glicemia perdurou até o tempo de 24 horas (Figura 9, painel A). O tratamento
dos animais sham com losartan nao interferiu na glicemia (Figura 9, painéis B e C).
Os animais sépticos tratados com a dose de 0,25 mg/kg de losartan apresentaram o
mesmo perfil glicémico daqueles que receberam apenas PBS (Figura 9, painel D).
Os animais submetidos a CLP que receberam a dose de 15 mg/kg de losartan nao
apresentaram elevagao da glicemia como os animais sépticos. Nos demais tempos
analisados, o tratamento com esta dose de losartan apresentou o mesmo perfil do

grupo CLP controle (Figura 9, painel E).
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Figura 9. Niveis sanglineos de glicose em animais submetidos a CLP e
tratados com losartan. Os animais foram tratados com losartan (0,25 mg/kg ou 15
mg/kg) duas horas apds a indugao da sepse. Nos tempos de 6, 12 e 24 horas apés o
procedimento cirurgico tiveram a glicemia avaliada. Painel A: glicemia temporal dos
grupos CLP e sham que receberam PBS. Painel B: glicemia temporal dos grupos
sham+PBS e sham tratado com 0,25 mg/kg de losartan. Painel C: glicemia temporal
dos grupos sham+PBS e sham tratado com 15 mg/kg de losartan. Painel D: glicemia
temporal dos grupos CLP+PBS e CLP tratado com 0,25 mg/kg de losartan. Painel E:
glicemia temporal dos grupos CLP+PBS e CLP tratado com 15 mg/kg de losartan.
Os resultados representam a média + erro padrdo da média, n=6. * p < 0,05 em
relacdo ao grupo sham. (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newman-
Keuls).
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4.2.5 Losartan e atividade de mieloperoxidase pulmonar

Os animais submetidos a CLP apresentaram um aumento consideravel da
migragao de neutrofilos para seus pulmbdes, quando comparados ao grupo sham, em
ambos os tempos analisados (Figura 10, painéis A e B).

O tratamento dos animais sépticos com losartan mostrou que ambas as
doses promoveram consideravel redugao da atividade da mieloperoxidase (Figura
10, painéis A e B). O efeito do losartan foi mais evidente quando a atividade da MPO
foi avaliada 6 horas apods o inicio da sepse. No tempo mais tardio a inibicao foi

parcial (Figura 10, painel B).
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Figura 10. Efeito do tratamento com losartan sobre a atividade de
mieloperoxidase no pulmé&o de ratos submetidos a CLP. Os animais tratados
com losartan (doses de 0,25 ou 15 mg/kg) duas horas apos o procedimento cirurgico
tiveram seus pulmdes coletados nos tempos de 6 horas (Painel A) ou 24 horas
(Painel B) depois da cirurgia, para realizagdo do ensaio. Os valores representam a
média + erro padrao da média, n=6. * p < 0,05 em relagao ao grupo sham, # p < 0,05
em relagao ao grupo CLP (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newman-
Keuls).

4.2.6 Losartan e numero de leucocitos

Sepse induziu leucopenia tardia (24 h) em ratos (Figura 11, painéis A e B).
A dose de 0,25 mg/kg de losartan administrada no inicio da sepse preveniu a
leucopenia tardia. Por outro lado, a dose de 15 mg/kg né&o interferiu no numero de

leucocitos dos animais sépticos (Figura 11).
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Figura 11. Numero total de leucécitos em animais submetidos a CLP e tratados
com losartan. Os animais foram tratados com losartan (0,25 ou 15mg/kg) duas
horas apds a inducdo da sepse. Nos tempos de 6 horas (Painel A) e 24 horas
(Painel B) apds o procedimento cirurgico o sangue foi coletado e a contagem total do
numero de leucdcitos realizada. Os resultados representam a média + erro padrao
da média, n=6. (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).

4.2.7 Losartan e presenca de bactérias no sangue e no peritbneo

Os animais submetidos a CLP apresentavam elevada quantidade de
bactérias, tanto no sangue quanto no lavado peritoneal, 24 horas ap6s a inducéo da
sepse. No grupo sham nao foi observado crescimento bacteriano em nenhum dos
materiais biolégicos analisados (Figura 12, painéis A e B).

Nenhuma das doses de losartan (0,25 ou 15 mg/kg) interferiu no
crescimento bacteriano no sangue e no lavado peritoneal dos animais sépticos
(Figura 12, painéis A e B).
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Figura 12. Quantificacdo de bactérias presentes no sangue e no lavado
peritoneal de animais tratados com losartan. Os animais foram tratados com
losartan (0,25 ou 15 mg/kg) duas horas apés a indugao da sepse, 24 horas apoés o
procedimento cirurgico o sangue (Painel A) e o lavado (Painel B) foram coletados
em condi¢gdes estéreis, semeados em placas contendo agar Muller-Hinton e

incubados por 24 horas a 37° C. Os resultados representam a média + erro padrao
da média, n=6. * p < 0,05 em relagéo ao grupo sham. (ANOVA de uma via seguida
pelo post-hoc de Newman-Keuls.

4.2.8 Losartan e mortalidade
Nao houve diferenga na mortalidade entre os grupos sépticos tratados e nao
tratados com losartan embora, a partir de 36 horas, nenhum animal tratado com a

dose de 15 mg/kg de losartan tenha sobrevivido (figura 13).
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Figura 13. Curva de sobrevivéncia de animais submetidos a CLP e tratados
com losartan. Decorridas duas horas do procedimento de indugdo da sepse, os
animais foram divididos em grupos (n = 10 animais por grupo) e receberam o
tratamento com losartan nas doses de 0,25 ou 15 mg/kg. Os grupos controle, CLP
sem tratamento e falso-operado (sham), receberam PBS. Os grupos foram
observados a cada 12 horas, durante 3 dias.

4.2.9 Enalapril, hipotenséo e hiporreatividade vascular

Para avaliar os efeitos da inibigdo da enzima conversora de angiotensina
sobre as alteragdes cardiovasculares induzidas pelo procedimento de CLP, os
animais foram tratados com 0,25 mg/kg de enalapril duas horas ap6s a cirurgia
(sham ou CLP), e no tempo de 24 horas ap6s a cirurgia (portanto, 22 horas apés o
tratamento com enalapril) foram preparados para registro da pressao arterial. Todos
0s animais submetidos a CLP apresentavam-se hipotensos. O tratamento com
enalapril ndo ocasionou alteragdo na pressao arterial média dos animais (CLP e

sham) (Figura 14).
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Figura 14. Efeito do enalapril sobre a pressao arterial média de animais
submetidos a CLP. Os animais foram tratados com enalapril (0,25 mg/kg) duas
horas apés a indugédo da sepse. Vinte e quatro horas apds o procedimento cirurgico
foram preparados para o registro da pressao arterial média. Os valores representam
a média + erro padrdao da média, n=6. * p < 0,05 em relagdo ao grupo sham+PBS, #
p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP+PBS. (ANOVA de duas vias seguida pelo post-
hoc de Newman-Keuls).

O tratamento com a dose de 0,25 mg/kg de enalapril, de forma semelhante
ao observado com o losartan, promoveu uma consideravel melhora na resposta ao
agente vasoconstritor fenilefrina nos animais sépticos. O tratamento com enalapril

nao interferiu na resposta dos animais sham a fenilefrina (Figura 15).
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Figura 15. Efeitos do enalapril na hiporreatividade a fenilefrina em animais
submetidos a CLP. Os animais foram tratados com enalapril (0,25 mg/kg) duas
horas apds a indugdo da sepse e 24 horas apds o procedimento cirdrgico foram
preparados para o registro da pressao arterial. Doses crescentes de fenilefrina foram
injetadas e a variagcdo na pressao arterial média registrada. Os resultados
representam a média + erro padrao da média, n=6. * p < 0,05 em relagdo ao grupo
sham+PBS. # p < 0,05 em relagédo ao grupo CLP+PBS (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste t de Newman-Keuls).
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A analise realizada no tempo de 24 horas revelou que o tratamento com esta
dose de enalapril foi capaz de promover uma consideravel melhora na resposta a
angiotensina Il (Figura 16). Esse tratamento n&o interferiu na responsividade dos

animais sham.
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Figura 16. Efeito do enalapril naresponsividade a 30 pmol/kg de angiotensina ll
em animais submetidos a CLP. Os animais foram tratados com enalapril duas
horas apds a inducdo da sepse com a dose de 0,25 mg/kg e 24 horas apds o
procedimento cirurgico foram preparados para o registro da pressao arterial. A dose
de 30 pmol/kg de angiotensina |l foi injetada e a variagéo na pressao arterial média
registrada. Os resultados representam a média + erro padrédo da média, n=6. * p <
0,05 em relagdo ao grupo sham+PBS. # p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP+PBS
(ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).
4.2.10 Enalapril e atividade de mieloperoxidase pulmonar

A dosagem da atividade da enzima mieloperoxidase indicou que os animais
submetidos a CLP apresentaram um aumento consideravel da migracdo de
neutrofilos para seus pulmdes, em analise feita no tempo de 6 horas, quando
comparados ao grupo sham (Figura 17, painel A). Diferente do que ocorreu na
analise realizada anteriormente para o tratamento com losartan, aqui, no tempo de
24 horas néao se observou diferenga entre o grupo CLP e o grupo sham (Figura 17,
painel B). A analise feita no tempo de 6 horas apds a realizagdo da CLP, mostrou
que o tratamento dos animais sépticos com as doses de 0,25 ou 15 mg/kg de
enalapril, no tempo de duas horas apds a cirurgia, foi capaz de promover uma
consideravel reducdo na migracdo de neutréfilos para os pulmdes desses animais
(Figura 17, painel A). Por sua vez, no tempo de 24 horas n&o houve diferenga entre

os grupos (Figura 17, painel B).
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Figura 17. Efeito do tratamento com enalapril na migracdo de neutréfilos parao
pulméo em animais submetidos a CLP. Os animais tratados com enalapril (doses
de 0,25 ou 15 mg/kg) duas horas apdés o procedimento cirurgico tiveram seus
pulmdes coletados nos tempos de 6 horas (Painel A) ou 24 horas (Painel B) depois
da cirurgia, para realizagdo do ensaio da MPO. Os valores representam a média +
erro padrao da média, n=6. * p < 0,05 em relagdo ao grupo sham, # p < 0,05 em
relacdo ao grupo CLP+PBS. (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de
Newman-Keuls).

4.3 Efeitos da administracao tardia de losartan na sepse

Neste grupo de experimentos, o tempo de administracdo do losartan foi
alterado para 8 horas depois da cirurgia e a avaliagdo dos parametros foi feita
somente 24 horas apos o procedimento de CLP ou falsa cirurgia, ou seja, 16 horas

apods a administracdo do farmaco.

4.3.1 Losartan, hipotensao e hiporreatividade a vasoconstritores

Levando em consideragcdo que o primeiro protocolo de tratamento com
losartan foi feito logo no inicio do quadro de sepse, ou seja, duas horas apés a CLP,
resolvemos avaliar se um tratamento realizado em tempo mais distante da
realizacdo da cirurgia causaria os mesmos efeitos hemodinamicos observados no
tratamento inicial. Para isso, os animais receberam as mesmas doses do farmaco
(0,25 e 15 mg/kg), porém, no tempo de 8 horas apds o procedimento cirurgico, e
tiveram a presséo arterial média verificada 24 horas apos a CLP (16 horas apds o
tratamento).

A dose de 0,25 mg/kg de losartan ndo interferiu na pressao arterial média
dos animais sham e CLP quando comparamos estes aos grupos que receberam

apenas PBS (Figura 18, painel A). Por outro lado, a dose de 15 mg/kg causou uma
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reducao na pressao arterial média, tanto no grupo CLP quanto no sham (Figura 18,

painel B).
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Figura 18. Efeito do losartan sobre a pressdo arterial média de animais
submetidos a CLP. Os animais foram tratados com losartan oito horas apds a
indugao da sepse com as doses de 0,25 mg/kg (Painel A) ou 15 mg/kg (Painel B) e
24 horas apos o procedimento cirurgico foram preparados para o registro da presséo
arterial média. Os valores representam a média + erro padrao da média, n=6. * p <
0,05 em relacdo ao grupo sham+PBS, # p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP+PBS.
(ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).

A analise das consequéncias do tratamento tardio com losartan sobre a
reatividade vascular mostrou que a menor dose de losartan ndo modificou a
reatividade dos animais (CLP e sham) a fenilefrina (Figura 19, painel A). Por outro
lado, a dose de 15 mg/kg promoveu uma consideravel piora na resposta
vasoconstritora para as doses de 3 e 10 nmol/kg de fenilefrina. O grupo sham
tratado essa dose de losartan respondeu de forma semelhante ao grupo que

recebeu PBS (Figura 19, painel B).
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Figura 19. Efeito do tratamento tardio com losartan na hiporreatividade a
fenilefrina em animais submetidos a CLP. Os animais foram tratados com losartan
8 horas apods a inducao da sepse, nas doses de 0,25 mg/kg (Painel A) ou 15 mg/kg
(Painel B) e 24 horas apos o procedimento cirdrgico os animais foram preparados
para o registro da pressao arterial. Doses crescentes de fenilefrina foram injetadas e
a variagao na pressao arterial média registrada. Os resultados representam a média
+ erro padrao da média, n=6. * p < 0,05 em relagado ao grupo sham. # p < 0,05 em
relacdo ao grupo CLP (ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-
Keuls).

A analise realizada no tempo de 24 horas indicou que o tratamento tardio
com a menor dose de losartan nao alterou o perfil de resposta a angiotensina I,
tanto para os animais sépticos quanto para o grupo sham (Figura 20, painel A).
Contudo, a dose de 15 mg/kg causou uma piora na resposta vasoconstritora dos
animais sépticos. Esta dose também afetou negativamente a resposta do grupo
sham, quando comparados aqueles que receberam apenas PBS (Figura 20, painel
B).
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Figura 20. Efeito do losartan na responsividade a 30 pmol/kg de angiotensina ll
em animais submetidos a CLP. Os animais foram tratados com losartan 8 horas
apos a inducdo da sepse com as doses de 0,25 mg/kg (Painel A) ou 15 mg/kg
(Painel B) e 24 horas apos o procedimento cirurgico os animas foram preparados
para o registro da pressao arterial. A dose de 30 pmol/kg de angiotensina Il foi
injetada e a variagdo na pressdo arterial média registrada. Os resultados
representam a média + erro padrao da média, n=6. * p < 0,05 em relagao ao grupo
sham+PBS. # p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP+PBS (ANOVA de duas vias
seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).

4.3.2 Losartan e a funcéao renal

O tratamento tardio com losartan mostrou um perfil de resposta semelhante
aquele obtido com os animais tratados duas horas apds a cirurgia. A menor dose
administrada nao influenciou o perfil de resposta quando comparada aos animais
sépticos. Entretanto, a maior dose contribui para piorar a fungdo renal ja
comprometida nos animais sépticos (Figura 21, painéis A e B). Nenhuma das doses

interferiu nos niveis de creatinina plasmatica dos animais sham.
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Figura 21. Niveis plasméticos de creatinina em animais submetidos & CLP e
tratados com losartan. Os animais foram tratados com losartan 8 horas apds a
indugao da sepse, com as doses de 0,25 mg/kg (Painel A) ou 15 mg/kg (Painel B).
No tempo de 24 horas apds o procedimento cirurgico o sangue foi coletado e o
plasma separado para a determinagao dos niveis plasmaticos de creatinina através
de ensaio enzimatico colorimétrico. Os resultados representam a média + erro
padrdo da média, n=6. * p < 0,05 em relagdo ao grupo sham+PBS. # p < 0,05 em
relacdo ao grupo CLP+PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Newman-Keuls).

A administracdo de losartan em tempo mais tardio do quadro de sepse
mostrou que a dose de 0,25 mg/kg néao interferiu nos niveis de uréia plasmatica.
Concordando com os dados de creatinina, a maior dose de losartan empregada
causa uma consideravel piora da fungéo renal ja comprometida nos animais sépticos
(Figura 22, painéis A e B). O uso deste farmaco n&o interferiu nos niveis de uréia
dos animais sham.
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Figura 22. Niveis plasmaticos de uréia em animais submetidos a CLP e
tratados com losartan. Os animais foram tratados com losartan 8 horas apods a
indugdo da sepse, com as doses de 0,25 mg/kg (Painel A) ou 15 mg/kg (Painel B).
No tempo de 24 horas apds o procedimento cirurgico o sangue foi coletado e o
plasma separado para a determinacdo dos niveis plasmaticos de uréia através de
ensaio enzimatico colorimétrico. Os resultados representam a média + erro padrao
da média, n=6. * p < 0,05 em relagéo ao grupo sham+PBS. # p < 0,05 em relagdo ao
grupo CLP+PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).

4.3.3 Losartan e niveis plasmaticos de nitrato + nitrito (NOXx)

As duas doses de losartan nao interferiram nos niveis de NOx dos animais
sépticos e dos sham (Figura 23, painéis A e B).
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Figura 23. Niveis plasmaticos de nitrato + nitrito (NOx) em animais submetidos
a CLP e tratados com losartan. Os animais foram tratados com losartan 8 horas
apos a inducéo da sepse, nas doses de 0,25 mg/kg (Painel A) ou 15 mg/kg (Painel
B). No tempo de 24 horas apds o procedimento cirurgico o sangue foi coletado e o
plasma separado para a determinagdo dos niveis plasmaticos de NOx através da
conversdo de nitrato a nitrito, seguida da reacdo de Griess. Os resultados
representam a média + erro padrao da média, n=6. * p < 0,05 em relagdo ao grupo
sham+PBS. # p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP+PBS (ANOVA de duas vias
seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

O ensaio de determinacéo da duragao do efeito fisioldgico foi realizado para
termos uma idéia da duracao do efeito dos farmacos nos animais empregados neste
estudo, haja vista que, em razédo de seu pequeno tamanho corporal, o0 metabolismo
nestes animais & mais acelerado que em humanos (Schmidt-Nielsen, 1996).

Os resultados encontrados indicaram importantes diferencas no que diz
respeito a duragao do efeito fisiolégico do losartan e do enalapril em ratos, quando
comparados a humanos. Além disso, houve uma diferenga substancial na duragao
do efeito dos dois farmacos, o que pode ser devido a ocorréncia de uma maior
depuracado do enalapril em relagdo ao losartan. Ademais, cabe ressaltar que esta
avaliacao da duracdo do efeito fisiolégico diz respeito apenas a capacidade dos
farmacos de inibirem as respostas vasoconstritoras da angiotensina II. O uso de
técnicas mais sensiveis, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por
exemplo, possibilitaria quantificar adequadamente as concentragdes plasmaticas
destes farmacos. Contudo, nosso interesse estava na sua atividade fisiolégica por
isso a avaliagao farmacocinética nao foi feita no presente trabalho.

Ao iniciarmos este estudo, com o objetivo de investigar o envolvimento da
angiotensina Il na patologia da sepse, optamos inicialmente pelo farmaco losartan,
pois 0s antagonistas dos receptores de angiotensina tém uma maior seletividade de
interferéncia no sistema renina-angiotensina do que os inibidores da enzima
conversora (ECA) (Hollenberg et al., 1998). Os antagonistas interferem na ac&o da
angiotensina Il, seja ela formada pela agdo da ECA ou, a partir de vias alternativas,
como as que envolvem outras peptidases como catepsina G e quimases. Além
disso, o uso de antagonistas dos receptores de angiotensina nao interfere em outros
mecanismos de agcdo da ECA, como a degradacédo de bradicinina, por exemplo.
Contudo, decidimos também avaliar os efeitos do enalapril em alguns parametros,
como forma de nos certificar se os resultados se reproduziriam ou caso contrario,
outros mecanismos poderiam estar envolvidos.

A diminui¢do na resisténcia vascular sistémica € uma caracteristica tipica do
choque séptico e € um grande fator causador de hipotensdo nessa condigdo. A
persistente perda no tonus vascular periférico seguida da hiporreatividade a agentes
vasoconstritores sao fatores determinantes da mortalidade em pacientes sépticos.

Em nossos resultados, os animais submetidos a CLP apresentavam-se hipotensos e
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hiporreativos aos vasoconstritores fenilefrina e angiotensina Il. Portanto como
descrito acima isto, além de simular a sepse humana, mostra que este efeito é
amplo e ndo parece se restringir a uma simples falha de ativagdo de um receptor
especifico, ja que a fenilefrina e angiotensina Il atuam em diferentes receptores.

Dentre as propostas deste estudo estava fazer uso de farmacos que
inibissem os efeitos inflamatérios da angiotensina |l na sepse, haja vista que estudos
recentes tém demonstrado que estes efeitos sdo importantes em diversas patologias
(Dandona et al., 2007; Yao et al., 2007; Marchesi et al., 2008). No entanto, ao
mesmo tempo em que a angiotensina |l tem uma participagdo indesejavel no
processo inflamatério que conduz a lesao dos tecidos do hospedeiro em sepse, este
mesmo mediador é responsavel por promover vasoconstricdo e aumento da pressao
arterial. Esta vasoconstricdo €, por sua vez, uma agado desejavel em pacientes
acometidos por choque séptico. Neste contexto, desenhamos uma série de
experimentos que tinham como objetivo determinar quais doses de losartan e
enalapril estariam reduzindo parametros inflamatérios, mas sem piorar o quadro de
hipotenséao.

Existem trabalhos disponiveis na literatura mostrando efeitos
antiinflamatérios com o uso de farmacos que interferem no sistema renina-
angiotensina. Contudo, o tratamento € iniciado antes da indugdo do processo
inflamatorio e, além disso, utilizando doses bastante altas (Nagai et al., 2005;
Hagiwara et al., 2009).

Com relagao aos efeitos do tratamento com losartan sobre a pressao arterial
média, observamos que o tratamento de animais sépticos com a dose de 15 mg/kg
promoveu um agravamento da hipotensdo. Este resultado provavelmente esta
relacionado ao fato desta dose promover um sustentado bloqueio dos receptores
AT1, como observado no ensaio de duragao do efeito fisioldgico. A angiotensina Il é
um potente vasoconstritor endégeno e, portanto, a privagédo prolongada do seu efeito
sobre os receptores AT1 pode ter consequéncias indesejadas, principalmente num
quadro patoldgico caracterizado por acentuada hipotensdo como € o caso da sepse.

Os efeitos da angiotensina Il estdo relacionados a sua acdo nos receptores
AT1 e AT2. Siragy (2000) descreveu que os receptores AT2 ndo s&o abundantes em
adultos saudaveis, porém, em condicbes de estresse, incluindo lesao vascular,
infarto do miocardio e ataque cardiaco, ha aumento da sua expressdo. Como a

patologia da sepse é uma condigdo de intenso estresse para o organismo
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hospedeiro & provavel que os animais apresentem um aumento da expressao
desses receptores. O numero de estudos envolvendo receptores AT2 de
angiotensina ainda é reduzido quando comparado aqueles com receptores AT1.
Sugere-se que ao atuar em receptores AT2, a angiotensina |l acaba promovendo
efeitos opostos aqueles do obtidos através da sua acdo em receptores AT1,
inclusive contribuindo com os efeitos terapéuticos dos antagonistas de receptores
AT1, uma vez que este bloqueio pode deslocar a agado da angiotensina Il para os
receptores AT2 (Widdop et al., 2003). Possivelmente em nosso estudo, devido ao
intenso bloqueio dos receptores AT1, esteja ocorrendo este deslocamento para AT2,
0 que poderia explicar a maior queda da pressao arterial encontrada em animais
sépticos tratados com altas doses de losartan. Cervenka et al., (1998) observaram a
ocorréncia de queda da pressdo arterial apés a administracido de altas doses de
angiotensina Il em ratos normais tratados com candesartan, uma antagonista dos
receptores AT1. Este efeito foi atribuido a acdo da angiotensina Il nos receptores
AT2. Alguns autores mostraram que dentre as agbes da angiotensina Il mediadas
pelos receptores AT2 estd incluida a liberagdo de NO (Ichiki et al., 1995; Gohlke et
al., 1998). Conjuntamente estes achados contribuem para explicar o aumento dos
niveis de nitrato e nitrito, bem como a acentuada hipotensdo encontrada no tempo
de 24 horas, nos animais tratados com a maior dose de losartan.

Em contrapartida, tanto o tratamento precoce como tardio com a menor dose
de losartan nédo interferiu de maneira significativa na pressao arterial média dos
animais em estudo (sham e CLP) nos tempos analisados. Com base nisso, esta
dose mostrou ser a mais atrativa para o estudo na sepse, pois embora a
angiotensina Il tenha sido implicada como importante mediador inflamatério em
diversas patologias (Dandona et al., 2007; Yao et al., 2007; Marchesi et al., 2008),
ela ndo deixa de ser um importante agente vasoconstritor, e um bloqueio demasiado
intenso pode agravar o colapso cardiovascular durante a sepse.

A auséncia de hipotensdo nos animais sham tratados com a maior dose de
losartan chamou nossa atencado, pois esta mesma dose reduziu a pressido nos
animais naive no ensaio de avaliacdo da duragao do efeito fisiolégico. Isto pode ter
ocorrido porque os animais sham, diferente dos animais naive, passaram por um
procedimento cirurgico, o qual pode desencadear um processo inflamatorio nestes
animais. Em um trabalho publicado recentemente pelo nosso laboratério mostramos

que os animais falso-operados apresentam, embora em propor¢ao muito menor que
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os animais CLP, um aumento progressivo na migracao de neutréfilos para o pulméao,
bem como aumento dos niveis de lactato sérico (marcador de hipoxia tecidual)
quando comparados com animais naive (Fernandes et al., 2009). Além disso, dados
nao publicados do nosso grupo, mostram que o0s animais falso-operados
apresentam um aumento de temperatura corporal. Assim estes dados sugerem que
embora ndo ocorra um aumento da producdo de NO plasmatico nem alteracdes
cardiovasculares, estes animais apresentam uma resposta inflamatdria induzida pelo
procedimento de falsa cirurgia. Portanto, a presenca de uma resposta inflamatdria
secundaria a falsa cirurgia associada a anestesia utilizada para realizagdo do
procedimento pode modificar a meia-vida ou a resposta fisiolégica do farmaco
estudado.

Ainda que os tratamentos com losartan em baixas doses (0,25 mg/kg, 2 e 8
horas apés cirurgia) ndo tenham modificado a hipotensdo de animais sépticos, cabe
ressaltar que, quando iniciado precocemente (2 horas apds a cirurgia) em animais
submetidos a CLP, este protocolo terapéutico foi capaz de promover uma
significativa melhora da hiporreatividade aos vasoconstritores fenilefrina e
angiotensina Il. Portanto, uma inibicao feita em momentos iniciais da sepse pode
apresentar reflexos positivos em analises feitas em periodo mais tardio. Cabe
ressaltar que de acordo com os dados da duragcdo do efeito deste farmaco, no
momento em que foi observada a melhora na hiporreatividade, o bloqueio dos
receptores ou a inibicdo da enzima conversora ndo estava mais ocorrendo. Assim,
estes dados mostram que a angiotensina Il tem um papel importante na sinalizagao
para o desenvolvimento de alteragcdes vasculares na sepse.

A hipotensao é uma caracteristica da condicdo de sepse. Por sua vez, o
choque séptico se caracteriza pela ocorréncia de hipotensdo associada a
hiporreatividade a vasoconstritores. Portanto, embora no quadro de choque séptico
a hipotensdo e hiporreatividade a vasoconstritores estejam associadas, sendo
muitas vezes confundidas, elas sdo eventos distintos. Um trabalho prévio do nosso
grupo mostrou que uma breve infusdo de doadores de 6xido nitrico (30 min.) em
ratos pode gerar uma hiporreatividade a vasoconstritores que perdura por até 24
horas (Da Silva-Santos e Assreuy, 1999). E interessante chamar a atencdo que a
hipotensao foi presente apenas durante o tempo de infusdo dos doadores de 6xido
nitrico. Portanto, estes dados além de mostrarem a importancia do 6xido nitrico na

instalacdo da hiporreatividade a vasoconstritores, mostram que a auséncia de
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resposta nao é resultado de um simples excesso da liberagao/producédo de agentes
vasodilatadores durante a sepse, mas sim parece ser um evento independente e
que pode ter mecanismo distinto. Além disso, corroborando com esta idéia,
trabalhos do nosso grupo (Da Silva-Santos et al., 2002; Fernandes et al., 2006) e de
outros (Julou-Schaeffer et al., 1990; Szabo et al., 1993) mostram que animais
normotensos podem apresentar hiporreatividade a vasoconstritores ou que animais
hipotensos podem responder normalmente a vasoconstritores exégenos. Em nosso
estudo, a menor dose de losartan preservou a hiporreatividade dos animais,
contudo, sem melhorar o quadro hipotensivo dos mesmos. Portanto, embora este
tratamento n&o restabelega na integra a hemodinédmica do animal, ele pode estar
contribuindo para que os animais ndo entrem no grave quadro de choque séptico e
tornem-se novamente responsivos a terapia vasopressora.

Através dos resultados obtidos no presente estudo pode-se dizer que
apenas o tratamento precoce com uma dose baixa de losartan em animais
submetidos a CLP é capaz de promover uma melhora da hiporreatividade aos
vasoconstritores fenilefrina e angiotensina Il.

Durante a sepse ha uma intensa producao de NO, o qual contribui para a
acentuada hipotensdo que ocorre nesta patologia (Parrilo, 1993). A perda da
resisténcia vascular periférica que ocorre na sepse € acompanhada de um intenso
aumento da producdo de vasoconstritores endogenos (Vincent, 1998). Como
observamos uma consideravel queda da pressao arterial média ja nas primeiras
horas da sepse (ver Figura 3), provavelmente esta ocorrendo precocemente um
grande aumento na liberagdo de angiotensina Il, a qual ira atuar como
vasoconstritor, na tentativa de reverter a hipotenséao e, além disso, como agente proé-
inflamatario.

A perda da responsividade a certos agentes vasconstritores pode estar
relacionada a alguma interferéncia na funcionalidade dos receptores, como por
exemplo, dessensibilizacdo, internalizacdo, etc. Em um estudo com animais
sépticos, Bucker et al. (2001) perceberam que apesar dos niveis plasmaticos de
renina e de angiotensina |l estarem aumentados, as concentragdes de aldosterona
nao se alteravam. Associado a isso eles observaram uma perda da agao pressora
em resposta a administragdo de angiotensina Il, e concluiram que os animais
sépticos tinham a expressdo dos receptores AT1 reduzida. Atribuiram esse

fendbmeno a acgao sinérgica do NO com citocinas pré-inflamatérias. Estudando a
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perda de resposta a noradrenalina em pacientes sépticos, Bucher e colaboradores
(2003) observaram que ha uma reducdo da expressao dos receptores ol-
adrenérgicos, a qual é mediada por citocinas pré-inflamatérias. Grzesk e Szadujkis-
Szadurski (2003) reportaram que a perda do tbnus vascular, em modelos de
endotoxemia, pode estar diretamente relacionada com a redugao dos receptores a-
adrenérgicos de reserva ou ser resultante de mudangas de afinidade do receptor e
do agonista. Schimidt e colaboradores (2008) mostraram que a redugdo da
expressao dos receptores a1-adrenérgicos esta relacionada com a ativagao do fator
de transcricdto NF-xB, o qual tem papel central na acdo de citocinas pro-
inflamatdrias, e que a inibicdo deste fator de transcricdo previne a diminuicdo da
expressao desses receptores. Os resultados destes estudos contribuem para
explicar a hiporreatividade que ocorre durante a sepse.

A piora da hiporreatividade a vasoconstritores, vista com a dose de 15 mg/kg
de losartan, pode estar relacionada com uma privagao muito intensa da acao de um
importante agente vasoconstritor durante uma patologia caracterizada por intensa
vasodilatagdo. Portanto, se por um lado, um bloqueio parcial dos receptores AT1 no
inicio da sepse pode impedir alguns efeitos da angiotensina IlI, consequentemente
preservando a reatividade vascular, por outro lado uma dose alta pode causar um
bloqueio excessivo e sustentado, privando o organismo da agcdo de um agente
vasoconstritor que pode ser importante para manter a hemodinamica na sepse.

O bloqueio intenso de receptores AT1 pode estar promovendo a liberagao de
grandes quantidades de catecolaminas como efeito reflexo, e isso pode favorecer a
dessensibilizagdo dos receptores a-adrenérgicos, que pode se refletir na piora da
hiporreatividade a fenilefrina. Por outro lado, a piora da hiporreatividade a
angiotensina Il esta relacionada com intenso bloqueio dos receptores, como foi visto
na analise da duragao do efeito do losartan.

No que diz respeito ao achado que 0,25 mg/kg de losartan melhora a
hiporreatividade, nos chama a atencgao fato de um antagonista de angiotensina estar
promovendo a melhora da hiporreatividade de um agonista a-adrenérgico. O mais
interessante é o fato dessa melhora ser percebida tardiamente, quando o bloqueio
direto de receptores AT1 com o losartan ja ndo mais existe. Portanto, podemos
supor que o bloqueio dos receptores AT1 devido ao tratamento com a menor dose

de losartan feito em momentos iniciais da sepse, esteja promovendo a preservagao
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desses receptores. Levando em consideracdo que a angiotensina |l facilita a
neurotransmissdo noradrenérgica periférica ao aumentar a liberagdo e inibir a
recaptacdo de noradrenalina nas terminagdes nervosas simpaticas e ao intensificar
a resposta vascular a norepinefrina (Jackson et al., 1985), podemos supor que ao
bloquear alguns receptores AT1, consequentemente ndo esta ocorrendo a ativagao
plena do sistema noradrenérgico pela agdo da angiotensina Il, e isso implica em
menor liberacdo de catecolaminas, evitando uma possivel dessensibilizacdo de
receptores o-adrenérgicos.

Diferentemente dos dados com administracdo precoce, a administracao da
menor dose de losartan em momento mais tardio da sepse nao reflete melhora na
hiporreatividade dos animais. Estes dados sugerem que a angiotensina |l liberada no
inicio as sepse, € nao em momentos mais tardios, pode ser um evento chave para o
desenvolvimento de alteracdes vasculares.

Por outro lado, mesmo quando administrada em momentos mais tardios a
dose mais alta utilizada continuou agravando o quadro de hiporreatividade a
vasoconstritores. E importante chamar a atengéo, que segundo o estudo de duracgéo
do efeito fisiolégico, o bloqueio do receptor AT1 com a dose mais alta perdura
durante todo o tempo de analise. Assim, supondo que no animal submetido a CLP
esta dose de losartan também foi capaz de bloquear o efeito da angiontensina Il no
receptor AT1 durante todo o tempo, podemos sugerir que a angiotensina |l formada
em momentos tardios pode ser importante para organismo na tentativa de manter a
pressao arterial adequada. Esta dose de losartan pode, portanto, causar uma ma
perfusdo tecidual com conseqlente dano e alteracbes da reatividade vascular
justificando a hiporreatividade a vasoconstritores. Além disso, oito horas apods a
cirurgia o processo inflamatério pode estar em uma etapa muito avangada, néo
sendo possivel ver melhora com esse tratamento.

Apesar do enalapril atuar por mecanismo diferente do losartan, a
administracdo da dose de 0,25 mg/kg deste inibidor da ECA em periodo inicial da
sepse mostrou os mesmos efeitos hemodinamicos observados com o antagonismo
de AT1. Isso favorece a idéia de que os efeitos observados neste estudo estdo
relacionados a angiotensina Il e ndo pelo envolvimento de outras vias.

O fato do tratamento com losartan nao interferir na hiporreatividade 6 horas
apos a instalacdo da sepse, mas o fazendo 24 horas apds, nos permite sugerir que

esse farmaco precise de um tempo maior para interferir na hiporreatividade tardia
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(24 horas pos-CLP) da sepse. Esta hipétese nado corrobora com os trabalhos
usando inibidores da NOS (Da Silva-Santos et al.,, 2002) e da guanilato ciclase
(Fernandes et al., 2006) que observaram uma reversado imediata da hiporreatividade
apos a administracao dos inibidores destas duas enzimas.

Embora na sepse ocorra hipotenséo, conseqliente a vasodilatagao periférica
e hiporreatividade a vasoconstritores, foi demonstrado que a microvasculatura renal
mantém a reatividade vascular normal ou até mesmo aumentada a agentes
vasoconstritores (Tarpey et al., 1998; Boffa e Arendshorts, 2005). A associagao de
baixa perfusdo em razdo da baixa pressao, aliada a vasoconstricdo renal intensa
conduz a um rapido desenvolvimento de faléncia renal na sepse, contribuindo para a
letalidade dos pacientes. Este cenario torna o rim um dos 6rgdos mais vulneraveis
na sepse.

Existem trabalhos na literatura mostrando que a angiotensina Il pode
prejudicar a perfusdo renal através do favorecimento da inflamagao microvascular
(Schwobel et al., 2000) e pela formag¢ao de microtrombos (Dielis et al., 2007)

Cervenka e colaboradores (1998) observaram que uma dose baixa de
candesartan (0,01 mg/kg) é capaz de promover aumento da taxa de filtracdo e do
fluxo sanguineo renal em ratos normais. Além disso, mostraram que o antagonismo
dos receptores AT1 pode melhorar a oxigenagdo renal através da redugdo do
trabalho de reabsorcao tubular. Portanto, estes dados revelam que o bloqueio dos
receptores AT1 tem efeitos diretos na hemodinamica renal.

Em nosso trabalho as dosagens de creatinina e uréia indicam que em ratos
sépticos o comprometimento da fungao renal tem inicio rapido e de forma severa.

A maior piora da fungéo renal observada com a dose de 15 mg/kg pode
estar relacionada ao fato desta dose estar contribuindo para piorar a hipotensao
periférica dos animais sépticos, agravando a ma perfusao renal. Como mecanismo
compensatoério desta hipotensdo ha uma maior liberagcdo de catecolaminas que iréo
atuar no leito renal gerando uma vaconstricdo intensa e agravando o dano renal
como ja descrito acima. Em nosso trabalho ndo observamos prevencdo do dano
renal com o uso de baixa dose do antagonista de receptores AT1. Como as analises
da funcéo renal neste trabalho foram feitas através de dosagens de parametros
bioquimicos no plasma, nao podemos descartar a hipotese de que a analise do rim
isolado, pouco tempo apds o tratamento pudesse mostrar uma prevencao da funcao

renal com a menor dose de losartan.

53



O NO é um dos principais efetores da sepse e do choque séptico
(Beishuizen et al., 1998; Parrat, 1988) e os niveis plasmaticos e teciduais de nitrato
e nitrito estdo elevados nestas condi¢cdes (Nava et al., 1991; Ochoa et al., 1991).
Nossos resultados indicam um intenso aumento do NOx nos animais sépticos,
desde os momentos iniciais. De maneira muito interessante observamos um
aumento de NOx com a dose de 15 mg/kg de losartan no tempo de 24 horas. Este
efeito pode estar relacionado a uma maior atividade da enzima NOS ou até mesmo
pelo maior comprometimento da funcdo renal com essa dose, o que pode estar
dificultando a adequada excrecdo dos metabdlitos de NO. Adicionalmente, o
agravamento da perfusdo sanguinea na microvasculatura de outros 6rgéos que nao
foram analisados neste estudo pode contribuir para a geragdo um processo
inflamatério e aumento da expressao da NOS-2, com conseqlente aumento na
producdao de NO. Além disso, o bloqueio dos receptores AT1 com a dose de 15
mg/kg de losartan pode favorecer o deslocamento da angiotensina Il para atuar nos
receptores AT2, e conforme descrito, dentre as agbes da angiotensina Il neste
receptores esta a liberagdo de NO (Ichiki et al., 1995; Gohlke et al., 1998). Estas
informacdes contribuem para explicar o aumento de NOx com a maior dose de
losartan. Também podemos atribuir a esse aumento de NOx a piora da
hiporreatividade a fenilefrina vista com a maior dose de losartan.

Na maioria das vezes pacientes em sepse severa apresentam hiperglicemia
em comparagao a individuos saudaveis (Revelly et al., 2005). Na pratica clinica
observa-se que pacientes sépticos sio resistentes a insulina, exibindo aumento de
producao de glicose pelo figado e reduzida utilizagdo pelos tecidos (Rusavy et al.,
2004). Estudos utilizando o modelo CLP em ratos demonstraram a ocorréncia de
duas fases na resposta glicémica do organismo em consequéncia a cirurgia, um
periodo inicial hiperglicémico, seguido de hipoglicemia em momentos mais tardios
(Maitra et al., 2000). Outros trabalhos reportaram apenas hipoglicemia em ratos
submetidos a CLP, embora ndo descartando a possibilidade de ocorréncia de fase
hiperglicémica inicial ndo detectada (Heuer et al. 2004; Brooks et al., 2007).

Em nossos experimentos observamos a ocorréncia de duas fases glicémicas
bem definidas. Inicialmente houve um periodo hiperglicémico detectado na analise
em 6 horas, seguido de uma hipoglicemia nos demais tempos. O que nos chamou a
atengao foi a ndo ocorréncia da fase hiperglicémica nos animais que receberam a

maior dose de losartan. A angiotensina Il foi descrita como indutora de hiperglicemia
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em ratos, estando este efeito relacionado com a acdo da mesma sobre os
receptores AT1 (Machado et al., 1998). Rao (1996) mostrou que doses de
angiotensina |l, capazes de aumentar a pressao arterial, promovem a liberacdo de
glicose hepatica.

Como demonstrado por Marchesi et al., 2008 a angiotensina |l apresenta um
importante papel na iniciagdo do processo inflamatério, e, portanto, esta
angiotensina |l produzida em tempos iniciais da sepse pode ter importante influéncia
como mediador do processo inflamatério. Um trabalho publicado recentemente, por
exemplo, mostra que a infusdo de angiontensina Il, através de sua acdo em
receptores AT1 leva a ativagdo de NADPH oxidase, com consequente produgao de
anion superoéxido, aumento de estresse oxidativo e a ativagdo de NF-kB, aumentado
a expressao de proteinas inflamatérias como o receptor B1 da bradicinina em aorta
de ratos. A ativacdo deste receptor causa vasodilatagcdo dependente de endotélio e
aumenta a geragao de NO, alterando assim a reatividade vascular (Ceravolo et al.,
2007). Supomos, portanto que o tratamento precoce com baixas doses de losartan
possa reduzir a resposta inflamatdria, que sabidamente contribui para promover a
hiporreatividade vascular, o que explicaria nossos achados. Para comprovar esta
hipétese, conduzimos na sequéncia alguns experimentos que tratavam de explorar
os efeitos antiinflamatérios do losartan nesta condigdo experimental.

A migragao celular € um evento de grande importancia no decurso do
processo inflamatdério. A enzima mieloperoxidase (MPO) esta presente em grande
quantidade no interior dos neutrofilos, representando cerca de 5% do conteudo
protéico total dessas células (Klebanoff, 2005). Esta enzima possui atividade
catalitica fundamental no combate aos microrganismos invasores. Por produzir
grandes quantidades de produtos oxidantes e altamente reativos, sua liberagao a
partir dos granulos intracelulares para o exterior da célula € muito nociva aos tecidos
(Haegens et al., 2008). A dosagem da enzima MPO em pulmao representa uma
medida indireta do recrutamento de neutrofilos para este 6rgéo.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam a ocorréncia de resposta
inflamatdria neutrofilica e lesdo tecidual no pulmado dos animais, em consequéncia
da inducido de sepse, pois a atividade de MPO dos animais submetidos a CLP foi
superior a encontrada no grupo sham.

As diferencas entre as escalas observadas entre os resultados de MPO

podem ser explicadas pelo fato deste ensaio ndo possuir uma curva padrao.
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Pequenas variagdes no tempo de incubagao, bem como as variagdes intrinsecas do
modelo de CLP podem contribuir para as diferencas entre as leituras. Devido a isso,
em cada ensaio todos os controles sdo processados juntos, sendo essa uma forma
de controlar as variagdes do método. Isso nos garante confiabilidade nos resultados.

Existem trabalhos mostrando que a angiotensina |l exerce efeitos proé-
inflamatorios em leucocitos, células endoteliais e células do musculo liso vascular
(Pueyo et al., 2000; Ruiz-Ortega et al., 2000; Zahradka et al., 2002). Alguns estudos
clinicos com diversas condi¢cdes cardiovasculares mostraram que o bloqueio do
sistema renina-angiotensina é capaz de reduzir a inflamacéo e o estresse oxidativo
(Graninger et al., 2004; Schieffer et al., 2004; Rosei et al., 2005). Estas razdes
ajudam a justificar parte dos efeitos benéficos de farmacos que reduzem a agéo da
angiotensina Il em doengas com carater inflamatério como a aterosclerose (Dol et
al., 2001; Dandona et al., 2007; Egido e Ruiz-Ortega, 2007).

A enzima conversora de angiotensina tipo 2 (ECA-2) é homdloga da ECA e
funciona como um regulador negativo do sistema renina-angiotensina por inativar a
angiotensina Il (Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000). Imai e colaboradores
(2005) mostraram que condigbes patolégicas que causam dano agudo pulmonar
resultam na reducado da expressdo da ECA-2 e isto esta associado a um aumento
dos niveis de angiotensina Il com consequente piora do dano pulmonar. Esses
mesmos pesquisadores relataram que os receptores AT1 e AT2 exercem funcdes
opostas no controle da severidade do dano pulmonar agudo, sendo que a agao da
angiotensina Il nos receptores AT1 favorece o dano pulmonar.

De acordo com os resultados do nosso estudo, a menor dose de losartan
mostrou ser suficiente para alcancgar o efeito antiinflamatério maximo. Esse efeito foi
mais pronunciado na analise feita no tempo de 6 horas, onde os animais tratados
nao diferiram do grupo sham. A administracdo precoce de um antagonista dos
receptores AT1 foi importante para reduzir o processo inflamatério em animais
sépticos. Assim como os demais parametros avaliados, o processo inflamatério na
sepse ocorre de maneira muito rapida.

Visando investigar se o efeito antiinflamatério observado com losartan
estava relacionado com um envolvimento direto da angiotensina |l, decidimos
administrar um inibidor da enzima conversora de angiotensina, enalapril, e verificar
se ocorria reprodutibilidade dos resultados. A analise no tempo de 6 horas mostrou

que os resultados obtidos com enalapril foram muito semelhantes aqueles obtidos
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com losartan. Apesar da ECA nao possuir um mecanismo de acdo muito seletivo,
esses dados sugerem que nossos resultados estéo relacionados a angiotensina Il.

A auséncia de diferenga entre o grupo CLP e o sham observada no tempo
de 24 horas para o tratamento com enalapril pode ser justificada pelo grande o
numero de variaveis que envolvem o modelo de CLP (Buras et al., 2005). Além
disso, nestes animais a remogao dos neutrofilos que migraram para o pulmé&o pode
ter iniciado precocemente. Os mecanismos para explicar essa reducdo do
recrutamento de neutrdfilos para o pulmao ainda sao pouco compreendidos. Arndt e
colaboradores (2006) observaram que o pré-tratamento de camundongos com
enalapril reduzia o recrutamento de neutrdéfilos para o pulmao apés a administragcéao
de LPS. Isso ndo ocorria com a administracdo de hidralazina. Portanto, este efeito
parece estar relacionado ao aumento de bradicinina e a redugdo de angiotensina Il,
ambos atuando através de mecanismos distintos. Segundo os autores, o aumento
de bradicinina promove redugao do fator quimiotatico IL-8. Ao usar losartan eles
também observaram reducdo do recrutamento, e sugerem que isso se deve a
reducéo dos niveis do inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1), o qual foi
recentemente demonstrado desempenhar importante papel regulador no
recrutamento de neutrdfilos para o pulmdo em modelo de inflamagao pulmonar
aguda induzida pelo LPS.

Em contrapartida, existem trabalhos descrevendo que o antagonismo dos
receptores B2 reduz o recrutamento de neutrofilos para o pulmdo em modelos de
isquemia-reperfusao e de sepse (Ridings et al., 1995; Souza et al., 2003).

O bloqueio do sistema renina-angiotensina & potencialmente maior com o
uso de bloqueadores dos receptores de angiotensina do que com a inibicdo da
enzima conversora de angiotensina (ECA), porque, aproximadamente 40% da
angiotensina Il é formada por vias diferentes da ECA (por exemplo, a via das
quimases) em humanos (Hollenberg et al., 1998; Petrie et al., 2001). Além disso, o
uso de antagonistas AT1 pode ser mais vantajoso por potencializar agbes anti-
inflamatdrias através dos receptores AT2 (Siragy, 2000). Recentemente entrou na
pratica clinica um farmaco inibidor direto da renina, o aliskiren, para tratamento da
hipertensdo. Este farmaco tem a capacidade de bloquear o sistema renina-
angiotensina de maneira mais completa que os demais farmacos disponiveis ha

mais tempo no mercado (Pool, 2007; Jensen et al., 2008).
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A melhora da hiporreatividade observada com a menor dose de losartan
parece estar relacionada com a melhora inflamatoria encontrada para essa dose.

A presencga de leucopenia ou leucocitose € um sintoma caracteristico da
sepse (Bone et al., 1992). Em nosso estudo os animais apresentaram uma redugéao
do numero de leucdcitos circulantes, indicando novamente caracteristicas da
instalagdo do quadro de sepse. A n&o alteragdo do numero de leucdcitos observada
com a menor dose de losartan provavelmente esta relacionada ao efeito
antiinflamatério presenciado com esta dose. O mesmo seria esperado para a maior.
Nossos resultados nos levam a supor que o aumento da MPO observado nos
animais CLP pode ter relagdo com a leucopenia observada, pois, o0 numero de
leucdcitos esta reduzido porque os mesmos estdo migrando para o pulm&o. A menor
dose de losartan por reduzir a MPO, consequentemente evitou a leucopenia.

Embora o losartan tenha reduzido a resposta inflamatéria dos animais
sépticos, a capacidade do hospedeiro de combater a infeccdo nao foi afetada, uma
vez que o tratamento ndo interferiu na quantidade de bactérias encontrada neste
estudo. Este fato € muito relevante por mostrar que € possivel dissociar agcbes da
angiotensina no sistema cardiovascular e no sistema de defesa.

O principal objetivo da terapia durante a sepse € garantir a sobrevivéncia do
paciente. Laesser et al. (2004) reportaram que o pré-tratamento de porcos com
candesartan, antes da inducdo da endotoxemia com LPS foi capaz de aumentar o
tempo de sobrevivéncia dos animais. Porém, quando o tratamento se iniciava
durante a manifestagcado da endotoxemia, a taxa de mortalidade aumentava.

Embora em analises isoladas, como na hiporreatividade e na inflamacéao, o
uso de losartan mostrou interferir de maneira positiva nestes parametros, durante a
avaliagdo da sobrevivéncia dos animais tratados n&o observamos nenhuma
alteracdo. Isto pode estar relacionado ao fato de termos feito uma Unica
administracdo do farmaco e associado a isso, nenhuma outra intervencgéo
medicamentosa foi feita. O crescimento excessivo de bactérias somado a
progressao do processo inflamatério contribui para a mortalidade dos animais.

Como foi observado nos resultados obtidos com a menor dose de losartan,
embora os animais estejam hipotensos eles ndo estdo mais hiporreativos, ou seja,
respondem a terapia vasoconstritora. Portanto, a realizacdo do experimento para

avaliar a sobrevivéncia dos animais seria enriquecido se, além do losartan
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fizéssemos uso de agentes vasopressores, 0 que inclusive tornaria o experimento
mais proximo da realidade clinica.

De maneira resumida, e de acordo com o esquema 6, podemos dizer que
durante a sepse ha um aumento da producao de NO, que leva a uma reducgao da
pressao sanguinea e perda da capacidade de responder a agentes vasoconstritores.
Nossos resultados sugerem que haja uma liberagdo de angiotensina Il logo no inicio
da sepse, a qual parece ter efeitos deletérios em momentos mais tardios. Isso ficou
claro quando administramos losartan em baixa dose precocemente. Esse tratamento
bloqueou a acédo dessa angiotensina Il liberada inicialmente. Por outro lado, a
liberacdo de angiotensina Il parece ser muito importante durante a sepse, pois
quando tratamos os animais com a dose de 15 mg/kg de losartan, a qual promove
um bloqueio intenso dos receptores AT1, observamos um agravamento do quadro. A
administragao de baixas doses em momentos mais tardios ndo é capaz de evitar os

efeitos da angiotensina Il liberada inicialmente.
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—\ Pressao sangilinea

Resposta a vasoconstritores

/\_/ Niveis de Angiotensina Il
L

+++

S .
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> EHENEE sem efeito

AT1
EREEEEEREEEEEERER -

8 16 24
TEMPO (h)

(UNIDADES ARBITRARIAS)

AT1

QUANTIDADE RELATIVA OU INTENSIDADE

o

Esquema 6. Resumo dos eventos que ocorrem durante um quadro de sepse.

Dessa maneira, nossos resultados sugerem que um aprofundamento das

pesquisas em relagdo ao envolvimento do sistema renina-angiotensina na patologia
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da sepse pode fornecer importantes ferramentas que auxiliardo na compreensao e
no tratamento desta enfermidade. Um maior conhecimento deste assunto podera
fornecer alternativas mais eficazes para o tratamento desta patologia, reduzindo
assim o tempo de recuperacdo dos pacientes sépticos e sua estadia nas UTl's e

consequentemente os custos gerados por esta doencga.
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6. CONCLUSOES
Os resultados aqui apresentados sugerem que:

¢ O bloqueio precoce com a dose de 0,25 mg/kg de losartan (antagonista
dos receptores AT1) melhora a reatividade vascular dos animais sépticos, sem
interferir na pressao arterial média;

e O uso precoce da dose de 0,25 mg/kg de enalapril (inibidor da enzima
conversora de angiotensina) melhora a reatividade vascular dos animais sépticos,
sem interferir na pressao arterial média;

¢ Independente do tempo de tratamento, a administragcao de losartan nao
interfere ou compromete ainda mais a fung¢ao renal dos animais sépticos;

e O uso precoce de uma dose alta de losartan (15 mg/kg) diminui a
hiperglicemia de animais sépticos;

¢ O uso de losartan e enalaprii melhora pardmetros associados a
resposta inflamatoéria em animais sépticos.

¢ Interferéncias na funcionalidade da angiotensina Il em momentos
especificos do quadro séptico podem ser ferramentas interessantes a serem

exploradas para a melhoria das possibilidades terapéuticas da sepse.
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