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Resumo 

 



  Resumo - 1 

Sepse e sua complicação mais comum o choque séptico é um fenômeno 

geralmente induzido pela ação de endotoxinas. A presença de microorganismos 

patogênicos e de suas toxinas na circulação sanguínea provoca uma produção 

excessiva de mediadores, como citocinas e o óxido nítrico (NO). Estudos recentes 

têm verificado que a administração única de lipopolissacarídeo (LPS), um 

componente da membrana externa de bactérias gram-negativas durante o 

período neonatal, levam a ativação do sistema endócrino, principalmente do eixo 

hipotálamo-hipófise.  

Este estímulo com LPS, durante o período neonatal, leva a uma espécie 

de mudança “programada” nas concentrações de fatores pró-inflamatórios quando 

esses animais entram novamente em contato com produtos bacterianos.  

O presente estudo teve como objetivo avaliar se a exposição neonatal ao 

LPS leva a alterações nas concentrações plasmáticas de AVP durante o choque 

endotoxêmico experimental. 

Ratos Wistar foram expostos ao LPS (100 µg/kg) com 14 dias de vida 

(período neonatal) e após 60 a 75 dias de vida sofreram uma outra administração 

de LPS (10 mg/kg). A administração intraperitoneal de LPS provocou uma queda 

significativa da pressão arterial, aumento da freqüência cardíaca, aumento das 

concentrações de nitrato plasmático e diminuição da temperatura corporal nas 

primeiras duas horas após a administração de LPS, seguido de um aumento 

desta, a partir da terceira hora após a administração de LPS. Nos animais 

endotoxêmicos observamos um aumento da concentração plasmática de AVP na 

segunda hora após a administração de LPS. Após esse período as concentrações 

de AVP diminuem, retornando a valores basais na sexta hora após a 

administração de LPS. A exposição neonatal ao LPS atenuou a hipotensão e a 
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febre induzida pelo LPS. Ao mesmo tempo elevou as concentrações plasmáticas 

de AVP e atenuou a síntese exacerbada de NO.  

Esses resultados sugerem que a exposição ao LPS no período neonatal 

pode alterar o desenvolvimento de sistemas neurais modulando a liberação de 

AVP e síntese de NO, que conseqüentemente atenuou a hipotensão e a febre 

induzida pelo choque endotoxêmico. 
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Administration of the bacterial cell wall component, lipopolysaccharide 

(LPS), stimulates the immune and endocrine systems inducing an acute phase of 

sickness and stress responses in adult and neonatal rats. Neonatal LPS exposure 

has been shown to alter many aspects of adult physiology, including 

neuroendocrine, neurochemical and febrile responses, controlling the 

inflammatory mechanisms. 

The aim of this study is to evaluate the effects of immune system 

activation at postnatal period to either a saline or lipopolysaccharide (LPS, 100 

microg/kg ip) on plasma vasopressin (AVP) and nitrate concentration, mean 

arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and body temperature (BT) and examined 

them in adulthood during vasodilatory shock-like conditions induced by 

administration of high doses of lipopolysaccharide (LPS, 10 mg/kg ip). 

After the adult animals have been neonatally exposed to low doses of 

LPS (100µg/kg i.p), polyethylene catheters were surgically implanted into the 

femoral vein and endotoxemic shock was induced by intraperitoneal (i.p.) injection 

of 10 mg/kg of LPS. 

LPS administration induced a significant decrease in MAP with a 

concomitant increase in heart rate, a significant increase in nitrate and a transitory 

increase in AVP plasma concentration in animals that were not exposed 

neonatally to LPS. When animals were submitted to the neonatal immune 

challenge with LPS, we observed a sustained increase in plasma AVP 

concentration, attenuation in the drop of MAP and a decrease in nitrate plasma 

concentration. 
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In conclusion, neonatal, but not later, exposure to LPS produces 

attenuation in hypotension induced by the endotoxemic shock-like conditions and 

this response may involve the nitric oxide synthesis and AVP release. 
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1. Endotoxemia e Choque Endotoxêmico 
 

Em 1879-80, Louis Pasteur mostrou pela primeira vez que bactérias 

estavam presentes no sangue de pacientes com endotoxemia puerperal. Uma 

mulher sobreviveu, e, surgiu deste o primeiro relato de que endotoxemia seria 

uma resposta sistêmica na luta contra patógenos (Annane e cols, 2005). 

Mas somente em 1991 em uma conferência de consenso realizada pelo 

American College of Chest Physicians e a Society of Critical Care Medicine definiu 

endotoxemia como sendo uma resposta inflamatória sistêmica à infecção e 

choque endotoxêmico como sendo o quadro de endotoxemia acompanhado por 

hipotensão (Conference American College of Chest Physicians, 1992). 

Nos Estados Unidos a incidência de endotoxemia vem aumentando a 

cada ano. Estimam-se proporções de 50-95 casos por 100.000 habitantes com 

aumento em 9% a cada ano. Esta doença acomete 2% das admissões 

hospitalares, destas, 9% dos pacientes progridem para endotoxemia severa e 3% 

dos pacientes com endotoxemia severa progridem para o choque endotoxêmico. 

Nas unidades de terapia intensiva esses dados são ainda maiores, 10% de todas 

as admissões hospitalares (Annane e cols, 2005). No Brasil a endotoxemia é 

considerada o maior problema de saúde pública em unidades de terapia intensiva. 

Os principais fatores para a incidência alta da endotoxemia são o número grande 

de procedimentos invasivos realizados nestas unidades, tais como cateteres 

venosos centrais, ventilação mecânica e cateteres urinários (Silva e cols, 2004). 

A presença de microorganismos patogênicos e de suas toxinas na 

circulação sanguínea provoca uma produção excessiva de mediadores 

inflamatórios tais como citocinas e ativação de mecanismos que podem em casos 
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extremos, levar a um descontrole sistêmico, o choque endotoxêmico. Este 

constitui um paradigma da inflamação corporal aguda, levando a um grande 

prejuízo no endotélio capilar, um suprimento inadequado de oxigênio nos tecidos 

e uma queda grande da pressão arterial. Essa hipotensão leva a óbito 

aproximadamente 50% dos casos, com evolução para falência múltipla de órgãos 

(Karima e cols, 1999). 

Durante o choque endotoxêmico observa-se taquicardia, bem como, 

hipermetabolismo sistêmico, consumo elevado de oxigênio, coagulação vascular 

disseminada, hipoperfusão sistêmica, fraqueza, letargia e outros (Boné, 1991; 

Tliteradge, 1999; Perotti e cols, 1999; Dantzer, 2001; Shan e cols, 2000; Thijs, 

1995). 

É sabido, que a febre é o sinal termorregulatório mais comum na 

endotoxemia, mas a hipotermia pode também ocorrer (Giusti-Paiva e cols, 2003).  

Romanovsky e colaboradores demonstraram os mecanismos da 

hipotermia durante o choque endotoxêmico experimental. Eles concluíram que a 

hipotermia associada ao choque pode resultar de uma diminuição da produção de 

calor, juntamente com a procura por ambientes mais frios, sugerindo que durante 

o choque endotoxêmico a hipotermia constitui uma resposta adaptativa 

(Romanovsky e cols, 1996). Além disso, durante esta fase observa-se uma 

diminuição do consumo de oxigênio havendo um deslocamento da curva de oxi-

hemoglobina com melhora no transporte de oxigênio para o pulmão, e, diminuição 

da ventilação pulmonar. Entretanto, tem-se observado que a hipotermia ocorre no 

estado crítico do choque e pode agravar o prognóstico do paciente, pois essa 

temperatura pode oferecer condições favoráveis ao crescimento e multiplicação 

de microorganismos. Tal fato justifica-se, porque em altas temperaturas, como no 
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caso da febre, ocorre aumento da proliferação de células do sistema imune, 

prejudicando o crescimento e proliferação de muitos microorganismos 

patogênicos, bem como uma redução das concentrações de ferro e zinco do 

plasma, diminuindo a disponibilidade desses elementos que são vitais para o 

crescimento e multiplicação de microorganismos (Dantzer, 2001). 

Pacientes com choque endotoxêmico desenvolvem intensa vasodilatação 

periférica arteriolar (hipotensão), a qual é resistente a agentes vasoconstritores 

(vasoplegia). Essa queda da resistência vascular periférica pode estar associada 

à disfunção cardíaca caracterizada por depressão sistólica, taquicardia, índice 

cardíaco normal ou aumentado, aumento da complacência ventricular e prejuízo 

da contratilidade do miocárdio (Ognibene e cols, 1988). 

Qualquer microorganismo pode causar endotoxemia ou choque 

endotoxêmico tais como bactérias, vírus, fungos, protozoários, porém as bactérias 

são os agentes etiológicos mais comuns. Metade de todos os casos de 

endotoxemia é causada por bactérias Gram-negativas e metade é associada a 

bactérias Gram-positivas. Cerca de 50 a 60% dos casos de choque endotoxêmico 

são causados por bactérias gram-negativas, 5 a 10% por bactérias gram-positivas 

e infecções por fungos (Thiermermann, 1999; Rangel-Frausto, 2005). 

Quando a infecção ocorre, a primeira linha de defesa do hospedeiro é 

realizada por células fagocitárias (macrófagos, monócitos e granulócitos 

polimorfonucleares) agindo de maneira não específica (Thiermamann, 1999). 

Os componentes da parede bacteriana são os principais ativadores da 

resposta do hospedeiro frente as endotoxinas. O lipopolissacarídeo (LPS), um 

componente da parede externa da bactéria Gram–negativa e o ácido teicóico das 

bactérias Gram-positivas, ativam uma intensa cascata inflamatória, onde há 
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liberação de citocinas como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de 

necrose tumoral alfa (TNFα), interferon γ (IFNγ), liberação de mediadores 

gasosos, quimiotaxia e ativação de granulócitos (Thiermaman, 1999 e Thijs, 

1995). 

Atualmente para mimetizar os sintomas clínicos da endotoxemia e 

choque endotoxêmico tem-se utilizado experimentalmente o lipopolissacarídeo 

(LPS) (Boné, 1994; Giusti-Paiva e cols, 2002). 

 

2. Lipopolissacarídeo 

 

Há mais de um século atrás, Richard Pfeiffer (1858- 1910) descobriu que 

a lise bacteriana do agente infeccioso que causava cólera provocava choque 

tóxico em porcos. Ele postulou que a porção que desencadeava toxicidade estava 

localizada na porção interna (endo) da célula bacteriana e nomeou de endotoxina, 

distinguindo-a das várias exotoxinas conhecidas da bactéria Vibrio Cholerae. 

Depois disso, um médico americano William B. Coley (1862-1936), trabalhando 

em um hospital em Nova York, iniciou o tratamento de pacientes que sofriam de 

câncer com injeções de toxinas de bactérias gram-negativas (Serratia 

marcescens) e gram-positivas (Streptococcus), e se tornou a conhecida toxina 

Coley durante as seguintes três décadas. Esta terapia de vacinas liderou para a 

completa remissão de tumores sem recidiva por um período de mais ou menos 

cinco anos. Para os pacientes, entretanto, ocorreram vários efeitos em virtude das 

injeções dessas toxinas, como febre e reações de choque tóxico (Alexander e 

cols, 2001).  
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Uma combinação similar de efeitos pirogênicos e tóxicos, mas também 

de estimulação da resistência do sistema imune foi observado em Munique na 

Alemanha por Hans Buchner durante a administração de extratos bacterianos, em 

modelos de animais de experimentação, no qual desenvolveram febre, alterações 

na contagem de leucócitos e uma elevada e não específica resistência a 

infecções bacterianas (Alexander e cols, 2001). 

Hoje, sabe-se que os efeitos biológicos de preparados bacterianos 

usados nesses estudos foram devidos preferencialmente à classe de substâncias 

que é denominada lipopolissacarídeo (LPS) baseado na sua constituição química 

(Alexander e cols, 2001). 

O LPS possui três porções: o lipídio A, considerado a parte inicial da 

molécula e a sua porção tóxica, sendo a principal porção responsável pelas 

propriedades pró-inflamatórias do LPS, formado principalmente de açúcares 

(glicosamina) ligado a fosfatos e longas cadeias de ácidos graxos cada uma com 

cerca de 14 átomos de carbono; o polissacarídeo O, uma cadeia variável situada 

na superfície externa da molécula, que é o responsável por mudanças 

conformacionais da bactéria gram–negativas; e a terceira porção também 

conhecida como região nuclear que liga as porções interna e externa da molécula, 

sendo a porção de LPS reconhecida pelos anticorpos (Raetz, 1991) (Fig. 1). 
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Figura 1: Estrutura química do LPS. (Adaptado de Alexander e cols, 2001). 

 

Devido a sua natureza anfipática, existe uma tendência para esta 

molécula formar micelas na corrente sanguínea (Chaby, 1999; Yu, 1997). Liga-se 

inicialmente às lipoproteínas de alta densidade (HDL), até que ocorra aumento da 

produção de proteínas ligadoras de LPS (LBP-“LPS binding protein”) pelo fígado 

(Wurfell e cols, 1995; Kitchens e cols, 1999; Mathison JC, 1992) quando ocorre a 

transferência do LPS da lipoproteína para a LBP ou para a superfície das células 

imunológicas (Kitchens e cols, 1999). A LBP apresenta alta afinidade para ligar-se 

ao LPS, dissociando o agregado de LPS, o que resulta na formação do complexo 

LPS-LBP (Schumann e cols, 1990; Heumann e cols, 1990). Este complexo é 

reconhecido pelo receptor CD14, uma glicoproteína presente na membrana de 

células mielóides, que se acreditava ser o mais importante receptor para o início 

da cascata de sinalização em resposta ao LPS. Porém, o CD14 não possui uma 

porção intracelular, e também concentrações altas de LPS são capazes de 

estimular células que não expressam o receptor CD14 (Andersson e cols, 1992). 

Sugere-se então, que receptores da família Toll- like (TLR) participem da 

resposta ao LPS. Toll- like é um receptor transmembrana com homologia na 

porção intracelular com o receptor para IL-1, que tem um papel fundamental no 

Polissacarídeo O Região Nuclear Lipídeo A 

40 unidades repetidas Porção nuclear 
externa 

Porção nuclear 
interna  
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reconhecimento seletivo de antígenos patogênicos, tanto de bactérias gram-

positivas como bactérias gram-negativas (Means e cols, 2000; Anderson, 2000; 

Beutler, 2001). Em genoma humano foram identificados dez tipos diferentes de 

receptores TLRs (Jean- Baptiste, 2007). 

O TLR tipo 4 (TLR4) é o responsável pelo reconhecimento da maioria das 

bactérias gram-negativas. A ligação do TLR4 ao LPS é aumentada por uma 

proteína acessória MD2, mas o exato mecanismo da MD2 é ainda não entendido 

(Jean- Baptiste, 2007).  

O LPS de outras bactérias gram-negativas, como Neisseria meningitides, 

Leptospira interrogans e Porphyromonas gingivalis liga-se preferencialmente ao 

TLR2 (Jean Baptiste, 2007).  

A ligação do LPS ao complexo CD14 / TLR ativa o fator nuclear k B (NF- 

kB) em meio a uma série de cascatas de fosforilações iniciada por uma proteína 

ativadora de mitose da família MAPK. Há três importantes proteínas que 

constituem esta família: a quinase regulatória do sinal extracelular, a p38 e a 

quinase c-jun N-terminal (JNK). Cada uma dessas proteínas pode ser ativada pelo 

LPS por meio de fosforilações de resíduos de tirosina e treonina. A seqüência de 

ações a essas várias quinases estendem da matriz extracelular para NF- kB. Sob 

condições normais NF- kB está em sua forma inativa no citoplasma celular , 

ligado a uma proteína inibitória kB (IK-B) A liberação de NF- kB é induzida por 

fosforilação da proteína IK-B pela IK-B quinase. A translocação do NF- kB para o 

núcleo promove a produção de citocinas como IL 1, TNFα, IL-6, IL-12, IFNγ com 

ativação de uma intensa resposta celular com liberação de mediadores 

secundários, como o monóxido de carbono (CO) e óxido nítrico (NO). MAPK, 



  Introdução - 12 
 

 

especialmente a proteína p38 é crucial na liberação de citocinas específicas e 

apoptose (Jean- Baptiste, 2007, Ingalls e cols, 1995) (Fig. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Ativação de macrófagos da resposta imune inata frente à exposição ao LPS. (Adaptado 

de Alexander e cols, 2001). 
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Recentemente tem-se verificado que a exposição neonatal e perinatal a 

produtos bacterianos como o LPS em ratos influencia a reatividade ao estresse, a 

regulação imune e a susceptibilidade para doenças em animais adultos (Bilbo e 

cols, 2005). 

 

3. Estresse neonatal e resposta imune em adultos 

 

A fase neonatal é um período de novas exposições a agentes externos, 

na qual acontecem numerosos estímulos, sejam eles estímulos imunes ou não. 

Essa exposição pode significar conseqüências para o desenvolvimento funcional 

do organismo, influenciando em modificações na regulação imune, reatividade ao 

estresse e susceptibilidade para doenças. Assim, tem-se sugerido uma nova 

forma de plasticidade imunológica e neural associada com eventos na vida 

neonatal causando alterações de resposta ao estresse na vida adulta. Eventos 

nessa fase podem influenciar o desenvolvimento do sistema nervoso central em 

relação ao comportamento/ emoção, sistema autônomo, sistema endócrino e 

sistema imune em resposta ao estresse (Bilbo e cols, 2005; Ellis e cols, 2005). 

Em roedores, a privação maternal no período neonatal é associada com 

aumento neural da expressão gênica do hormônio liberador de corticotrofina 

(CRH), aumentando a reatividade ao estresse. Quando adultos esses animais 

mostram uma grande ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, do sistema 

simpato-adrenomedular e sistema monoaminégico, e uma grande vulnerabilidade 

para doenças induzidas pelo estresse (Francis e cols, 1999).  

Em contrapartida, a manipulação no período neonatal diminui a resposta 

comportamental e endócrina para o estresse em adultos. Experimentos com 
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esses animais mostraram uma diminuição da expressão gênica de CRH no 

núcleo paraventricular do hipotálamo e uma diminuição do conteúdo de CRH no 

locus coeruleus comparados com os animais não manipulados. Além disso, esses 

animais, mostraram um aumento da sensibilidade de glicocorticóides para 

“feedback” negativo. Esses efeitos estão relacionados com um aumento da 

expressão de receptores de glicocorticóides no hipocampo e córtex frontal, 

regiões, na qual sabe-se que glicocorticóides medeiam efeitos inibitórios sobre a 

síntese de CRH em neurônios do núcleo paraventricular do hipotálamo (Meaney e 

cols, 1985, O Donnell e cols, 1994; Sarrieau e cols, 1998; Viau e cols, 1993). 

A exposição neonatal a produtos bacterianos, como o LPS, influencia 

também a reatividade ao estresse em adultos. Estudos sugerem que eventos 

perinatais envolvidos com o sistema imune podem contribuir para desordens 

comportamentais e neuropsiquiátricas, incluindo esquizofrenia, autismo e paralisia 

cerebral (Bilbo e cols, 2005). 

Há uma forte evidência em roedores que citocinas pró-inflamatórias, 

como IL1ß, TNFα, geradas pelo estímulo de LPS na fase neonatal podem ser 

importantes mediadores para o desenvolvimento anormal do cérebro. Estudos 

têm demonstrado, que a exposição neonatal à bactéria (Escherichia coli) está 

associada com prejuízo de memória em adultos. Eles verificaram que animais 

adultos, que foram submetidos a uma pré-exposição à bactéria têm um aumento 

na expressão gênica de IL-1 ß no hipocampo e acreditam que essa citocina possa 

influenciar em processos cognitivos, como a memória (Bilbo e cols, 2005). 

Além disso, a exposição neonatal ao LPS pode aumentar a reatividade do 

eixo hipotálamo-hipófise-adrenal ao estresse em adultos. Estudos recentes têm 

mostrado um aumento nas concentrações plasmáticas de glicocorticóides 1 hora 
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após a administração de LPS em animais adultos que foram previamente tratados 

com LPS, em relação aos animais controles (Ellis e cols, 2005).  

Boisse e colaboradores também demonstraram que em animais 

neonatos, submetidos à administração de LPS, reagem diferentemente frente a 

uma outra administração de LPS na fase adulta, quando comparados aos animais 

que receberam salina. Estes pesquisadores notaram que a exposição à 

endotoxina na fase neonatal, diminui a expressão da ciclooxigenase 2 no 

hipotálamo destes animais, bem como há uma atenuação da resposta febril 

quando comparados aos seus respectivos controles (Boisse e cols 2004). 

Shanks e colaboradores verificaram modificações no conteúdo de 

vasopressina (AVP) e CRH na eminência mediana em ratos que foram 

submetidos a uma pré-exposição ao LPS na fase neonatal e após quatro a cinco 

meses de idade foram restringidos por um período de vinte minutos. Eles 

observaram que na eminência mediana o conteúdo de AVP e CRH desses 

animais estava aumentado em relação aos animais controles (Shanks e cols, 

1995). 

 

4. Vasopressina 

 

Vasopressina (AVP) é um nonapeptídeo que possui uma ponte dissulfeto 

ligado a dois aminoácidos de cisteína (Holmes e cols, 2001), É sintetizada em 

neurônios magnocelulares do núcleo supraóptico e paraventricular do hipotálamo 

(Holmes e cols, 2001). Esta produção depende da transcrição do gene da AVP 

situado no cromossomo 20p13, e é aumentada em condições de hipertonicidade, 
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hipotensão e ou hipovolemia. Após sua transcrição, ela é transportada para a 

neuro-hipófise, onde é estocada (Ouden e cols, 2005). 

A tradução da pré-pro-vasopressina ocorre em ribossomos do retículo 

endoplasmático. Após a tradução, a pré-pro-vasopressina move-se para o espaço 

luminal do retículo endoplasmático onde ocorre a glicosilação do peptídeo N-

terminal transformando-se em pro-vasopressina. As vesículas contendo a pro-

vasopressina são transportadas até a terminação do axônio na neuro-hipófise, 

onde a pro-vasopressina é processada gerando AVP, neurofisina e um 

glicopeptídeo de 39 aminoácidos (North, 1987). A liberação de AVP ocorre em 

resposta a potenciais de ação gerados no corpo celular dos neurônios 

magnocelulares e se propagam até a terminação nervosa na neuro-hipófise, onde 

a AVP é secretada, alcançando a circulação geral através de vasos fenestrados 

presentes na glândula. 

A regulação da liberação de AVP é complexa e é exercida por estímulos 

osmóticos e não osmóticos. A AVP liberada é influenciada por potenciais gerados 

pelo hipotálamo e por mediadores e hormônios da circulação. Aumento da 

osmolalidade plasmática e severa hipovolemia e hipotensão são os estímulos 

mais potentes para a liberação de AVP. Dor, náusea, hipóxia, também aumentam 

a liberação de AVP (Holmes e cols, 2001). 

No caso de modificações da osmolalidade plasmática a produção e 

liberação de AVP são controladas por osmorreceptores localizados 

perifericamente e centralmente. Osmorreceptores periféricos são localizados na 

região da veia portal hepática que detectam o impacto osmótico da ingestão de 

alimentos e líquidos. Modificações da osmolalidade sistêmica são detectadas 

centralmente em regiões cerebrais. Os neurônios magnocelulares do hipotálamo 
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são diretamente despolarizados em condições hipertônicas (aumentando a 

liberação de AVP), e são hiperpolarizados em condições hipotônicas (diminuindo 

a liberação de AVP). A AVP circulante atua sobre os receptores presentes no 

túbulo distal e ductos coletores dos rins promovendo reabsorção de água que 

associada à sensação de sede e o conseqüente aumento da ingestão hídrica, 

tende a restaurar a tonicidade plasmática (Holmes e cols, 2001). 

Hipotensão e diminuição do volume intravascular são estímulos potentes 

para aumentar as concentrações plasmáticas de AVP. A queda da pressão 

arterial inicia um arco reflexo através dos barorreceptores do seio carotídeo que 

resulta em liberação de AVP na circulação. A AVP produz potente vasoconstrição 

contribuindo para manutenção da pressão arterial durante estímulos hipotensores 

(Ouden e cols, 2005). 

A diminuição do volume plasmático é detectada por receptores atriais, o 

do arco aórtico e do seio carotídeo que, por mecanismos reflexos, estimulam a 

liberação de AVP restaurando o volume plasmático para níveis normais. 

Já, náusea, dor, hipoglicemia, são estímulos em que há liberação de AVP 

por mecanismos não totalmente conhecidos.  

Sabe-se que o aumento da temperatura corporal promove a liberação de 

AVP em ratos, provavelmente por uma supressão do barorreflexo e uma redução 

interescapular da termogênese do tecido adiposo marrom, mas esses 

mecanismos ainda são pouco entendidos (Itoh, 1980; Okuno e cols, 1965). 

Os efeitos biológicos da AVP são mediados por basicamente três 

subtipos de receptores. Os subtipos de receptores da AVP são receptores 

acoplados à proteína G, que possuem sete domínios transmembrânicos (Holmes 

e cols, 2006). 
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Os receptores V1a (receptores conhecidos como receptores V1 vascular) 

são localizados na musculatura vascular lisa e medeiam vasoconstricção. 

Adicionalmente também são encontrados nos rins, miométrio, adipócitos, 

hepatócitos, plaquetas e testículos (Holmes e cols, 2001). Quando a AVP liga-se 

a esse subtipo de receptores, ocorre uma dissociação da proteína Gq–GTP e a 

subunidade αq estimula a fosfolipase Cß (PLCß) que hidrolisa a fosfatidilinositol-

bifosfato (PIP2), aumentando os conteúdos intracelulares de diacilglicerol (DAG) e 

fosfatidilinositol-trifosfato (IP3). O IP3 estimula os receptores de IP3 (IP3R) 

presentes na membrana do retículo endoplasmático liberando os estoques de 

cálcio para o meio intracelular (Birnhaumer, 2000). 

Os receptores V1b (chamados receptores pituitário) provocam aumento 

da produção do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), ativação de diferentes 

proteínas G, aumento intracelular de AMP cíclico, liberação de insulina e glucagon 

(Holmes e cols, 2001). 

Os receptores V2 (também conhecidos como receptores renais), causam 

o efeito antidiurético da AVP. Estão presentes no ducto coletor, néfron distal e em 

células endoteliais do rim. Quando há ligação da AVP a esses receptores, há uma 

dissociação da proteína Gs–GTP nas subunidades α e ßγ. A subunidade α 

estimula a atividade da adenil-ciclase (AC) e conseqüentemente aumenta o AMPc 

(PKA) promovendo a inserção de canais de água (aquaporina 2–AQP-2) na 

superfície luminal destas células (Birnhaumer, 2000, Hirata e cols, 1997). 

A termorregulação também é regulada pela AVP ligada ao receptor V1, 

porém o subtipo específico ainda não foi identificado (Steiner e cols, 1998; Derijk, 

1994). 
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5. AVP e LPS 

 

Durante a endotoxemia experimental ou choque endotoxêmico ocorre um 

aumento das concentrações plasmáticas de AVP. 

Em cães, a elevação das concentrações plasmáticas de AVP ocorre 15 

minutos após a infusão de LPS (Wilson e cols, 1981). Em ratos a AVP é 

aumentada entre 15 a 240 minutos após a injeção de endotoxina (Brackett e cols, 

1985).  

Durante o choque endotoxêmico experimental, o LPS promove uma 

resposta bifásica na liberação de AVP, levando a um aumento que permanece até 

a segunda hora após a administração de LPS e, a partir daí, retornando então às 

concentrações basais. Este retorno às concentrações basais ocorre no período 

em que a pressão arterial atinge seus valores mais baixos (Reid, 1997). 

Landry e colaboradores verificaram as concentrações plasmáticas de 

AVP tanto em pacientes que estavam com choque endotoxêmico, quanto em 

pacientes com choque cardiogênico. Eles observaram que nos pacientes com 

choque endotoxêmico as concentrações plasmáticas de AVP estavam 

inapropriadamente baixas. Em seu trabalho foram estudados 19 pacientes com 

choque endotoxêmico que comparou com 12 pacientes com choque cardiogênico. 

A concentração plasmática de AVP nos pacientes com choque endotoxêmico foi 

de 3,1 pg/ml, acompanhada de hipotensão (pressão sistólica de 92 mmHg) que 

normalmente estimularia a liberação de AVP. Nos pacientes com choque 

cardiogênico a concentração plasmática de AVP estava alta (22,7 pg/ml) com o 

grau de hipotensão similar.(Landry e cols, 1997).  
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Uma possível explicação para diminuição das concentrações plasmáticas 

de AVP poderia ser depleção de seus estoques na neuro-hipófise. Sharshar e 

colaboradores demonstraram que há depleção de AVP na neuro-hipófise em 

indivíduos com choque endotoxêmico, em uma unidade de terapia intensiva. Eles 

observaram em um exame de ressonância magnética que a proporção da 

intensidade do sinal entre o lobo posterior e o anterior da hipófise estava 

significativamente diminuído em pacientes com quadro de choque endotoxêmico 

(Sharshar e cols, 2002).No entanto, em animais de experimentação o conteúdo 

de AVP em animais com choque não eram diferentes dos animais controle 

(Giusti-Paiva e cols, 2002). 

Uma outra possibilidade seria o prejuízo da secreção de AVP mediada 

pelo barorreflexo devido à falência autonômica, pois parece que a função 

simpática é prejudicada durante o choque endotoxêmico (McCann, 1994; Garrard, 

1993). 

Entretanto, tem-se sugerido a ação de alguns moduladores gasosos na 

regulação de AVP durante o choque endotoxêmico como o monóxido de carbono 

e o óxido nítrico (NO) (Giusti-Paiva e cols, 2002, Moreto e cols, 2006). 

 

6. Óxido Nítrico 

 

Até meados da década de 1980, o Óxido Nítrico (NO) era considerado 

apenas membro de uma família de poluentes ambientais indesejáveis e 

carcinógenos potenciais (James, 1995). Mas, em 1980 Furchogott e Zawadzki 

observaram que a ação de alguns vasodilatadores, como a acetilcolina, era 

inteiramente dependente da presença de um endotélio intacto e envolvia a 
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liberação de um fator essencial para o relaxamento vascular, o qual chamaram de 

endothelial-derivated relaxing factor (EDRF) (Furchgott e cols, 1980). 

Inicialmente foi sugerido que o EDRF fosse um radical livre derivado do 

metabolismo do ácido araquidônico (Yu e cols, 1997; Kitchens e cols, 1995). 

Posteriormente verificou-se tratar do gás NO (Mathinson, 1992). 

Além de suas ações como um vasodilatador potente, o NO tem sido 

descrito por suas ações bactericida e tumoricida quando sintetizado em grandes 

concentrações por macrófagos. Pertence ainda a uma nova classe de 

neurotransmissores, o qual de forma atípica, não é armazenado em vesículas e 

não requer receptores de membrana para mediar suas ações, além de possuir 

capacidade de agir retrogradamente, do terminal pós-sináptico para o terminal 

pré-sináptico (Mathinson e cols, 1992). 

É sintetizado a partir de L-arginina e oxigênio por um processo enzimático 

que utiliza elétrons doadores de NADPH. A enzima que converte L-arginina em 

NO é chamada óxido nítrico sintase (NOS) (Coleman, 2001). Uma variedade de 

isoformas de NOS tem sido purificada em diferentes tecidos de mamíferos e 

muitas já tiveram seus genes clonados. Estudos bioquímicos e análise seqüencial 

de aminoácidos revelaram que estas isoformas apresentam uma família de 

proteínas e, aparentemente, são produtos de três genes distintos. Assim, as 

isoformas da NOS são agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva 

(cNOS), dependente de íons cálcio e de calmodulina e a NOS induzível (iNOS) 

independentes de cálcio e produzida por macrófagos e outras células ativadas por 

citocinas (Marletta, 1994; Moncada, 1991).  

A cNOS e a iNOS diferem quanto ao peso molecular, à forma de ativação 

e à capacidade de síntese de NO (Marletta, 1994). A cNOS produz quantidades 
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pequenas de NO na ordem de nano ou picomols. Já a iNOS libera quantidades 

maiores de NO e a produção deste continua indefinidamente até que a L-arginina 

ou os co-fatores necessários para sua síntese sejam depletados ou ocorra morte 

celular (Dustin e cols, 1995) (Fig 3). 

O NO gerado pela NOS age principalmente de forma parácrina. 

Difundindo-se através das membranas ele pode atingir a guanilato- ciclase (GC) 

solúvel. A ativação da GCs pelo NO promove aumento do conteúdo 

citoplasmático de GMPc. 

Existem dois tipos de NOS constitutiva: uma delas detectada inicialmente 

em células endoteliais vasculares e denominada NOS endotelial (eNOS); a outra 

está presente principalmente no sistema nervoso central e periférico e chamada 

então de NOS neuronal (nNOS) (Heumann e cols, 1998; Karima e cols, 1999). 

A eNOS é expressa mais comumente no endotélio, mas também é 

encontrada em outros tipos de células como células neuronais humanas, célula T 

humana, miócitos cardíacos de ratos, plaquetas e outros (Guix e cols, 2005). O 

NO derivado do endotélio está envolvido na regulação fisiológica do tônus 

vascular (Kirkeboen e cols, 1999).  

A nNOS é expressa no cérebro (Heumann e cols, 1998), nervos 

espinhais (Ingalls, 1995), gânglios simpáticos (Yang e cols, 1998), nervos 

periféricos (Chow e cols, 1999), glândula adrenal (Yang e cols, 1998), em células 

epiteliais uterinas, do estômago e pulmonares (Akashi e cols, 2000), plaquetas 

(Ulevitch, 1999) e células pancreáticas (Means e cols, 2000).O NO proveniente da 

isoforma neuronal pode agir como um neurotransmissor e/ou neuromodulador. 

A iNOS pode ser induzida por LPS e citocinas em macrófagos (Anderson, 

2000; Beulter, 2001; Beulter, 2000) células endoteliais (Aderem, 2001); 
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hepatócitos (Weinstein e cols, 1993), neutrófilos (Meng e cols, 1997). O LPS e as 

citocinas proinflamatórias produzidas durante a sepse promovem um aumento da 

expressão da iNOS em várias células causando síntese elevada de NO (Parrilo, 

1993; Robbins e cols, 1997, James e cols, 1995). 

 

Figura 3: Produção de NO e sinalização. (modificado de Coleman e cols, 2001). 

 

Esta produção excessiva de NO aumenta a permeabilidade das células 

endoteliais vasculares, provoca depressão da contratilidade miocárdica (Finkel e 

cols, 1992), hipotensão por relaxamento do músculo liso vascular e prejudica o 

fluxo na microcirculação (Parrilo, 1993; Stoclet e cols, 1999). 

Alguns pesquisadores têm demonstrado que a produção de NO pela 

indução da iNOS pode ser inibida por bloqueadores da NOS restaurando a 
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pressão sanguínea e a responsividade vascular (Simmons e cols, 1996; Cob e 

cols, 1996; Rosselet e cols, 1998). 

Além disso, trabalhos têm mostrado a relação entre o NO e liberação de 

hormônios. Experimentos em ratos, coelhos e em humanos indicam que o NO 

inibe a liberação de AVP. No entanto também existe estudo mostrando que o NO 

pode promover a liberação de AVP em ratos intactos. A liberação de AVP 

estimulada por IL-1ß in vitro pode ser diminuída pela administração de L-arginina 

(substrato da NOS), sugerindo que o NO pode diminuir a liberação de AVP 

estimulada por processos inflamatórios (Bains e cols,1994, Kadecaro e cols, 

1994, Ota e cols, 1993). 

Giusti-Paiva e colaboradores mostraram que a administração 

intracerebroventricular (icv) de um bloqueador das três isoformas da NOS 

potencia a liberação de AVP induzida por LPS uma hora após a administração de 

LPS, sugerindo uma regulação inibitória do NO sobre a liberação de AVP nesta 

situação (Giusti-Paiva e cols, 2002). 

Sendo assim, o NO parece ser uma molécula sinalizadora do sistema 

imune em resposta ao LPS podendo interagir com o sistema endócrino 

modulando a liberação hormonal, e, por sua vez o sistema endócrino pode 

participar da liberação de produtos de células do sistema imune (Giusti-Paiva e 

cols, 2002; Yamoto e cols, 1997). 

A exposição neonatal ao LPS vem sendo utilizada como um modelo de 

estudo para verificar as interações dos sistemas, imune, endócrino e nervoso 

central, o qual uma única exposição ao LPS no período neonatal pode mudar o 

padrão de resposta neuro-imune-endócrino ao estresse em animais adultos 

(Boissé e cols, 2004, Ellis e cols, 2005, Bilbo e cols, 2005; Walker e cols, 2006). 
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� Avaliar o efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre as 

concentrações plasmáticas de AVP durante o choque endotoxêmico 

experimental. 

� Avaliar o efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre as 

concentrações plasmáticas de nitrato em ratos submetidos ao choque 

endotoxêmico experimental. 

� Avaliar o efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a 

hipotensão em ratos submetidos ao choque endotoxêmico experimental. 

� Avaliar o efeito da administração de LPS na fase neonatal na temperatura 

corporal durante o choque endotoxêmico experimental. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiais e Métodos 
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1. Animais 

O estudo foi realizado com ratas em período gravídico mantidas à 

temperatura de 25±2º C em ciclo de claro e escuro, em gaiolas individuais com 

acesso livre a água e ração. Ao nascimento dos filhotes, considerado dia 0, foram 

selecionados 12 ratos machos ao acaso e distribuídos conforme os grupos 

experimentais. Para o experimento todos os animais foram desmamados com 21 

dias. Os ratos foram agrupados de 4 a 6 animais por gaiola até atingiram 8 a 12 

semanas de idade, quando foram transferidos para gaiolas individuais no dia 

anterior ao experimento. 

Todos os experimentos foram iniciados entre 7:00 e 9:00h. Cada animal 

foi utilizado em apenas uma sessão experimental. 

 

2. Drogas Utilizadas 

 

A droga utilizada em animais no período neonatal e em animais adultos 

foi o lipopolissacarídeo de E. coli sorotipo 0111:B4 (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, EUA) em concentrações 100 µg/kg e 10 mg/kg respectivamente 

administrado por via intraperitoneal (i.p.). 

 

3. Anestesia Geral 

  

Os animais submetidos à manipulação cirúrgica foram anestesiados 

com injeção intraperitoneal de solução de 2,2,2-tribroetanol (TBE, Aldrich) 2,5 % 

em solução salina NaCl 0,15 M, na dose de 25 mg/100g de peso corporal.  
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4. Dosagem Hormonal 

 

No 14º dia de idade deis ratos selecionados ao acaso receberam a 

administração intraperitoneal de LPS na dose de 100 µg/kg e seis ratos controles 

da mesma mãe foram administrados com o equivalente volume de salina, livre de 

pirógenos endógenos. Dois a três meses após receberam uma nova injeção de 

salina ou LPS na dose de 10 mg/kg (i.p.) e após 2, 4 e 6 horas após a 

administração foram decapitados e amostras de sangue foram coletadas. O 

sangue foi centrifugado (1200 g, 4ºC, 20 min) para separação do plasma, que foi 

armazenado a -70º C para radioimunoensaio de AVP após extração com éter de 

petróleo, segundo a técnica descrita por Moreira e colaboradores (Moreira e cols, 

1995). 

Para extração da AVP plasmática as amostras foram processadas da 

seguinte maneira: 

� Disposição de 1000µl de plasma em um tubo de polipropileno; 

� Adição de 2 ml de acetona gelada; 

� Agitação por 5 segundos; 

� Centrifugação por 20 minutos a 1.200 g; 

� Decantação do sobrenadante em outro tubo (descarte do precipitado); 

� Adição de 2 ml de éter de petróleo gelado; 

� Agitação por 5 segundos; 

� Repouso por 5 minutos para separação das camadas; 

� Aspiração do sobrenadante; 

� Liofilização (aproximadamente 5 horas);  
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� Armazenamento das amostras liofilizadas a -20º C. 

No dia da realização do radioimunoensaio, as amostras foram 

ressuspensas em 250µl de tampão de AVP, sendo 100µl utilizados para 

dosagem. Todas as amostras de um mesmo experimento foram dosadas em um 

mesmo ensaio. A dose mínima detectável foi de 0,4 pg/ml, o erro intra-ensaio foi 

de 2,7% e o erro entre-ensaios foi de 17%. 

 

5. Determinação indireta de NO plasmático pela dosagem de nitrato 

 

Após a decapitação e amostras de sangue foram coletadas e 

centrifugadas (1.200 g, 4ºC, 20 min) para separação do plasma. O plasma foi 

armazenado à -70º C para posterior dosagem de nitrato. 

O plasma foi desproteinizado por incubação com etanol absoluto a 4º C 

por 30 minutos em freezer (-20ºC). As amostras foram centrifugadas por 5 

minutos a 4.000 g. 

Para a medida de NO plasmático, foi utilizada a técnica de 

quimioluminescência NO/ozônio. A concentração de nitrato no plasma foi medida 

utilizando 5µl da amostra que foi injetada num vaso de reação contendo um 

agente redutor (0,8% de cloreto de vanádio à 95ºC) que converte o nitrato em NO, 

em quantidades equimolares. O NO é dragado, usando gás hélio, para a câmara 

de quimioluminescência do Sievers NOAnalizer (Sievers 280 NOA, Sielvers, 

Boulder, CO, EUA). 

A detecção do NO decorre de sua reação com ozônio, emitindo luz 

vermelha (NO+ O3 → NO2 + O2; NO2 → NO2 + hv). O fóton emitido pela reação é 

detectado e convertido em sinal elétrico. A corrente gerada é convertida por um 
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conversor análogo-digital e analisada num computador. A área sob a curva 

gerada pela corrente elétrica corresponde à concentração de nitrato da amostra. 

A concentração de nitrato foi calculada por comparação com uma curva 

padrão usando concentrações conhecidas (5;10;25;50 e 100 µmol) de nitrato de 

sódio. 

 

6. Determinação da Pressão Arterial e Freqüência Cardíaca 

 

Tratamento Neonatal para estudo da Pressão Arterial e Freqüência 

Cardíaca a longo prazo 

 
No 14º dia de idade seis ratos selecionados ao acaso receberam a 

administração intraperitoneal de LPS (100 µg/ kg) e seis ratos controles da 

mesma mãe foram administrados com o equivalente volume de salina, livre de 

pirógenos exógenos. As mães tiveram seus filhotes novamente nas caixas. No 

mínimo 10 ninhadas diferentes foram utilizadas neste experimento, em no mínimo 

4 ocasiões separadas. 

 

Pressão Arterial e Freqüência Cardíaca mensurada em adultos 

 

Dois a três meses após o nascimento, no dia anterior ao experimento, os 

animais tiveram cânulas implantadas na artéria femoral, de acordo com o método 

descrito por Krieger (1964). Após a administração de anestesia geral com 

tribroethanol (25 mg/100g de peso corporal) por via i.p, uma incisão de 1 cm foi 

feita na região inguinal direita para a exposição da artéria femoral. Um cateter de 

polietileno constituído por um segmento PE 10 de 4,5 cm de comprimento, ligado 
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a um cateter PE 50 de 15 cm foi colocado na artéria femoral, atingindo a aorta 

abdominal. A extremidade livre do cateter foi exteriorizada e fixada na área 

interescapular do animal. A cânula foi imediatamente heparinizada (125 U.I/ml). A 

medida da pressão arterial média (PAM) foi realizada utilizando-se um transdutor 

de pressão (Grass P23XL-1) e um polígrafo (Grass P122, EUA), acoplado a um 

microcomputador. Para este registro, foi utilizado o programa Polyview (Astro-Med 

Inc, EUA). 

 

7. Determinação da Temperatura Corporal 

 

Tratamento Neonatal para estudo da Temperatura Corporal a longo prazo  

 

No 14º dia de idade seis animais selecionados ao acaso receberam a 

administração intraperitoneal de LPS (100µg/ kg) e seis animais controles da 

mesma mãe foram administrados com o equivalente volume de salina, livre de 

pirógenos exógenos. As mães tiveram seus filhotes novamente nas caixas. No 

mínimo 10 ninhadas diferentes foram utilizadas neste experimento, em no mínimo 

4 ocasiões separadas. 

 

Temperatura Corporal mensurada em adultos 

 

Dois a três meses após o nascimento dos filhotes, 4 a 6 dias antes do 

experimento, os animais foram anestesiados com 2-2-2 tribromoethanol (Aldrich; 

MilwauKee, WI, USA, 250 mg/kg) i.p e foi realizada uma laparotomia para 

inserção de uma cápsula de biotelemetria (modelo ER-3000 temperatura e 
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atividade física; Mini MItter, Sunriver, OR, USA) na cavidade peritoneal. A incisão 

foi fechada com sutura e a cápsula foi implantada para determinação da 

temperatura corporal. Após a cirurgia os animais foram tratados com 

benzynpenicillin (100.000 U i.m) permanecendo em recuperação 4 a 6 dias. Os 

animais conscientes, com cápsulas de biotelemetria implantados previamente 

foram alojados individualmente em gaiolas por pelo menos 24 horas anteriores ao 

experimento. No dia anterior a temperatura foi controlada por um período de 24 

horas. As caixas foram colocadas na placa de telemetria (modelo ER-3000; Mini 

Mitter) conectadas a um microcomputador. Os gráficos foram apresentados e 

adquiridos graficamente no monitor, fazendo uso de software apropriado (Vital 

View, Mini Mitter). No dia do experimento, os animais foram submetidos a uma 

outra injeção de LPS na dose de 10 mg/ kg intraperitoneal à temperatura 

ambiente de 25º C. A temperatura corporal foi mensurada por um período de 6 

horas após a injeção. 

 

8. Análise Estatística 

 

Todos os resultados foram expressos como média ± E.P.M. As variações 

nos valores foram analisadas por um teste de variância e a diferença entre as 

médias por um teste de Tuckey. Valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente diferentes. 
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9. Protocolos Experimentais 

 

A- Efeito da administração de LPS na fase adulta 

 

1. Efeito da administração de LPS na fase adulta sobre a concentração 

plasmática de AVP. 

 

Para avaliar o efeito da administração de LPS sobre a secreção de AVP, 

ratos foram submetidos à injeção de salina (100µg/kg) no período neonatal (14º 

dia após o nascimento). O início do experimento na fase adulta,foi marcado pela 

injeção por via intraperitoneal (i.p) de salina ou LPS (10mg/kg). Os animais foram 

decapitados 2,4,6 horas após a injeção de LPS. O sangue do tronco foi coletado 

em tubos contendo heparina e mantidos em gelo. O plasma foi separado por 

centrifugação (1200 g, 4ºC, 20 min) e estocado a -70º C até a dosagem de AVP 

por RIE. 

 

2. Efeito da administração de LPS na fase adulta sobre a concentração 

plasmática de nitrato 

 

Para avaliar o efeito da injeção de LPS sobre a concentração de nitrato 

no plasma, ratos foram submetidos à injeção de salina (100µg/kg) no período 

neonatal (14º dia após o nascimento). O inicio do experimento foi marcado pela 

injeção por via i.p de salina ou LPS (10 mg/kg). O sangue foi centrifugado (1200 

g, 4ºC, 20 min) e o plasma foi utilizado para dosagem de nitrato. 
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3. Efeito da administração de LPS na fase adulta sobre a pressão arterial 

e freqüência cardíaca. 

 

Para avaliar o efeito da administração de LPS sobre a pressão arterial e 

freqüência cardíaca, foram utilizados ratos que tiveram a injeção de salina (100 

µg/kg) no período neonatal (14º dia após o nascimento) e canulação da artéria 

femoral previamente. O início do experimento na fase adulta foi marcado pela 

injeção por via i.p de salina ou LPS (10mg/kg). A pressão arterial e frequência 

cardíaca foram verificadas a cada 15 minutos, com início de 1 hora antes, até a 

sexta hora após a injeção de LPS. 

 

4. Efeito da administração de LPS na fase adulta sobre a temperatura 

corpórea 

 

Para avaliar o efeito da administração de LPS sobre a temperatura 

corpórea, foram utilizados animais que tiveram a injeção de salina (100µg/kg) no 

período neonatal (14º dia após o nascimento) e inserção de uma cápsula de 

biotelemetria previamente. O início do experimento na fase adulta ocorreu com a 

administração de salina ou LPS i.p (10 mg/kg). A temperatura foi registrada a 

cada 15 minutos, tendo início 2 horas antes do início do experimento e por um 

período de 6 horas. 
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B- Efeito da administração de LPS na fase neonatal durante o choque 

endotoxêmico 

 

5. Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a liberação de 

AVP durante o choque endotoxêmico. 

 

Para verificar se a administração de LPS no período neonatal tem efeito 

sobre a liberação de vasopressina durante o choque endotoxêmico, foi 

administrado LPS por via i.p (100µg/kg) na fase neonatal (14º dia após o 

nascimento) e após 2 a 3 meses esses animais receberam uma nova 

administração de LPS (10 mg/kg) i.p. Os animais foram decapitados 2, 4 e 6 

horas após a administração de LPS. O sangue do tronco foi coletado em tubos 

contendo heparina e mantidos em gelo. O plasma foi separado por centrifugação 

(1200 g, 4ºC, 20 min) e estocado a -70º C até a dosagem de AVP por RIE. 

 

6. Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a concentração 

de nitrato plasmático durante o choque endotoxêmico 

 

Para verificar se a administração de LPS no período neonatal tem efeito 

sobre a concentração de nitrato plasmático durante o choque endotoxêmico, foi 

administrado LPS i.p (100µg/kg) na fase neonatal (14º dia após o nascimento) e 

após 2 a 3 meses esses animais receberam uma nova administração de LPS (10 

mg/kg) i.p. Os animais foram decapitados 2, 4 e 6 horas após a administração de 

LPS. O sangue do tronco foi coletado em tubos contendo heparina e mantidos em 
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gelo. O plasma foi separado por centrifugação (1200 g, 4ºC, 20 min) e utilizado 

para dosagem de nitrato. 

 

7. Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a pressão 

arterial média e freqüência cardíaca durante o choque endotoxêmico. 

 

Para verificar se a administração de LPS no período neonatal tem efeito 

sobre a pressão arterial e freqüência cardíaca durante o choque endotoxêmico, foi 

administrado LPS por via i.p (100µg/kg) na fase neonatal (14º dia após o 

nascimento) e após 2 a 3 meses esses animais receberam uma nova 

administração de LPS (10 mg/kg) i.p. A pressão arterial foi verificada a cada 15 

minutos, com início 1 hora antes da injeção de LPS. 

 

8. Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a temperatura 

corporal durante o choque endotoxêmico 

 

Para verificar se a administração de LPS no período neonatal tem efeito 

sobre a temperatura corporal durante o choque endotoxêmico, foi administrado 

LPS i.p (100µg/kg) na fase neonatal (14º dia após o nascimento) e após 2 a 3 

meses esses animais tiveram uma cápsula de biotelemetria implantada na 

cavidade peritoneal para medida da temperatura corporal. 4 a 6 dias após a 

implantação, os animais foram submetidos a uma outra administração de LPS 

(10mg/kg) i.p e a temperatura corporal foi verificada a cada 15 minutos, com início 

de 2 horas antes, até a sexta hora após a injeção de LPS. 
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A- Efeitos da administração de LPS na fase adulta 

 
1. Efeito da administração de LPS na fase adulta sobre a concentração 

plasmática de vasopressina. 

 

Na figura 4 observa-se o efeito da administração de LPS sobre a 

secreção de AVP. Verificamos que o LPS aumentou significativamente (p<0,05) 

da concentração de AVP durante a segunda hora, quando comparada ao grupo 

controle (de 4,25 ± 0.94 pg/ml para 11,1 ± 5,45 pg/ml). A partir da quarta hora 

houve uma queda na concentração de AVP, mantendo até a sexta hora de 

experimento. 

 

2.0 4.0 6.0
0

5

10

15 Salina (n=9)

LPS (n=9)
#

##

Tempo (hs)

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 p
la

sm
át

ic
a

de
 A

V
P

 (
pg

/m
l)

 

Figura 4: Efeito da administração de LPS (10mg/kg i.p) sobre as concentrações 

plasmáticas de AVP. Valores expressos como média ± EPM, n= número de animais por grupo. 

Diferença de p<0,05 para # e ## para p<0,01.  
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2. Efeito da administração de LPS na fase adulta sobre a concentração 

plasmática de nitrato. 

 

Na figura 5, podemos observar que a administração de LPS provocou 

aumento progressivo (p<0,001) na concentração de nitrato a partir da segunda 

hora (38,8 ± 16,5 µM), comparado ao grupo controle. Ao final do experimento o 

nitrato plasmático atingiu a concentração de 680,5 ± 18,8 µM enquanto a 

concentração de nitrato no grupo salina foi 19,2 ± 5,64 µM (p<0,001). 
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Figura 5: Efeito da administração de LPS (10mg/kg i.p) sobre a concentração de nitrato 

plasmático. Valores expressos como média ±EPM. n= número de animais por grupo. Diferença de 

p<0,001 para ###. 
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3. Efeito da administração de LPS na fase adulta sobre a pressão arterial 

média e freqüência cardíaca 

 

Na figura 6 observamos que a administração de LPS promoveu uma 

queda progressiva da pressão arterial média nos animais tratados com LPS, 

quando comparados aos do grupo controle. Esta queda foi caracterizada por uma 

diminuição (de 12,75 ±1.25 mmHg) nas duas primeiras horas após o início do 

experimento (p<0,01), (- 13,45 ± 1,3 mmHg) após a quarta hora (p<0,001) e (-18,9 

± 1,5 mmHg) após seis horas (p<0,001). 
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Figura 6: Efeito da administração de LPS (10mg/kg ip) sobre a pressão arterial média. 

Valores expressos como média ± EPM, n= número de animais por grupo. Diferença de p<0,05 

para #, p<0,01 para ## e p<0,001 para ###. 

 

Quanto à freqüência cardíaca podemos observar na figura 7 que a 

administração de LPS provocou um aumento da freqüência cardíaca (de 70,45 ± 

25,76) para p<0,001 1,5 hora após a administração de LPS, (100,12 ± 24,56) para 
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p<0,001 após quatro horas e (100,32 ± 1,4) para p<0,001 após seis horas quando 

comparados aos ratos tratados com salina. 
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Figura 7: Efeito da administração de LPS (10mg/kg ip) sobre a frequência cardíaca. Os 

valores estão expressos como média ± EPM. n= número de animais por grupo. Diferença de 

p<0,001 para ###.  

 

4. Efeito da administração de LPS na fase adulta sobre a temperatura 

corporal 

 

Observamos na figura 8, que a administração de LPS promoveu um 

efeito bifásico na temperatura corporal. Após 15 minutos da administração de 

LPS, houve uma queda significativa (p<0,05) na temperatura corporal, a 

temperatura mais baixa foi verificada 1 hora e 15 minutos após a administração 

de LPS (de 37,5 ± 37,3 para 36,5 ± 36,8) quando comparado ao grupo controle. A 

partir da terceira hora houve um aumento significativo da mesma (p<0,01) que se 

manteve até o término do experimento (p<0,001), onde foi verificada a 

temperatura mais elevada (de 37,3 ± 37,5 para 38,3 ± 38,5).  
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Figura 8: Efeito da administração de LPS (10mg/kg i.p) sobre a temperatura corporal. Os 

valores estão expressos como média ± EPM, n= número de animais por grupo. Diferença de 

p<0,05 para #, p<0,01 para ## e p<0,001 para ###. 

 

B- Efeito da administração de LPS na fase neonatal durante o choque 

endotoxêmico. 

 

5. Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a liberação de 

vasopressina durante o choque endotoxêmico. 

 

Na figura 9, podemos observar o efeito da administração de LPS na fase 

neonatal sobre a concentração plasmática de AVP até a sexta hora após a 

indução do choque endotoxêmico. O grupo que recebeu a administração de salina 

no período neonatal e após 2 a 3 meses recebeu a administração de LPS 

apresenta um aumento significativo na concentração de AVP na segunda hora 
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após a injeção de LPS de 10±5 para p<0,05, na quarta hora de 5±3 para p<0,05 

retornando aos valores basais até o fim do experimento. 

Já quando o animais receberam a administração de LPS na fase neonatal 

e após 2 a 3 meses uma nova administração de LPS, obtemos uma reversão 

parcial do efeito do LPS sobre a concentração plasmática de AVP, observando 

um aumento significativo nas concentrações plasmáticas de AVP a partir da 

quarta hora de 7,5±2,5 pg/ml (p<0,05) e de 10,1±5 pg/ml (p<0,05). 
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Figura 9: Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a liberação de AVP 

durante o choque endotoxêmico. Valores expressos como média ± EPM. n= número de animais 

por grupo. # para p<0,05 e ## para p<0,01, quando os grupos salina neonatal + salina adulto e 

salina neonatal + LPS adulto são comparados, e * para p<0,05 quando os grupos salina neonatal 

+ LPS adulto e LPS neonatal + LPS adulto são comparados. Doses LPS: (100µg/kg i.p. período 

neonatal; 10 mg/kg i.p fase adulta).  
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6. Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre as 

concentrações de nitrato plasmático durante o choque endotoxêmico. 

 

Na figura 10 podemos observar o efeito da administração de LPS no 

período neonatal sobre a concentração plasmática de nitrato durante o choque 

endotoxêmico. Os animais que receberam salina neonatal e após 2 a 3 meses a 

administração de LPS tiveram um aumento significativo de nitrato a partir da 

quarta hora após a administração de LPS, e aumentou progressivamente até a 

sexta hora (p<0,01). 

A administração de LPS no período neonatal não alterou o padrão de 

resposta na quarta hora após a administração de LPS, mas na sexta hora houve 

uma diminuição significativa (p<0,05) da concentração de nitrato plasmático no 

grupo LPS neonatal + LPS adulto em comparação com o grupo salina neonatal + 

LPS adulto. 
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Figura 10: Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a concentração 

plasmática de nitrato durante o choque endotoxêmico. Valores expressos como média ± EPM, n= 

número de animais por grupo. ### para p<0,001 quando os grupos salina neonatal + salina adulto 

e salina neonatal + LPS adulto são comparados, e * para p<0,05 quando os grupos salina 

neonatal + LPS adulto e LPS neonatal + LPS adulto são comparados. Doses LPS: (100µg/kg i.p. 

período neonatal; 10 mg/kg i.p fase adulta).  

 

 

7. Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a pressão 

arterial e freqüência cardíaca durante o choque endotoxêmico. 

 

Conforme mostrado na figura 11, podemos observar o efeito da 

administração de LPS na fase neonatal sobre a variação da pressão arterial 

média até a sexta hora após a indução do choque endotoxêmico. Os animais que 

receberam salina neonatal e após 2 a 3 meses receberam a administração de 
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LPS tiveram uma queda de 12,75 ±1.25 mmHg  em 2 horas após o início do 

experimento p<0,05, (- 13,45 ± 1,3 mmHg para p<0,001 e -18,9 ± 1,5 mmHg em 6 

horas para p<0,001. A administração de LPS no período neonatal juntamente com 

outra administração na fase adulta provocou uma atenuação da PAM em 2 horas 

após o início do experimento (p<0,05), de -5,85 ±2,5 mmHg, -7,4±2,2 mmHg em 

quatro horas (p< 0,05) e -10,1±9,32 mmHg em seis horas (p<0,001) quando 

comparados ao grupo que recebeu salina neonatal e após 2 a 3 meses de vida a 

administração de LPS. 
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Figura 11: Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a pressão arterial 

média durante o choque endotoxêmico. Valores expressos como média ± EPM, n= número de 

animais por grupo. Diferença de p<0,05 #, ## quando p<0,01 e ### quando p<0,001, quando os 

grupo salina neonatal + salina adulto e salina neonatal + LPS adulto forem comparados. E 

diferença de p<0,05 *, ** quando p<0,01 e *** quando p<0,001 quando os grupos salina neonatal + 

LPS adulto e LPS neonatal + LPS adulto forem comparados. Doses LPS: (100µg/kg i.p. período 

neonatal; 10 mg/kg i.p fase adulta).  
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Na figura 12 podemos observar o efeito da administração de LPS na fase 

neonatal sobre a freqüência cardíaca em ratos tratados como LPS. Os animais 

que receberam salina no período neonatal e após 2 a 3 meses uma injeção de 

LPS tiveram uma aumento da freqüência cardíaca quando comparado ao grupo 

controle. Este mesmo aumento foi observado no grupo de animais que receberam 

o pré-tratamento na fase neonatal com LPS (p<0,001). Os grupos salina neonatal 

+ salina adulto e LPS neonatal + salina adulto não apresentaram diferença na 

freqüência cardíaca. Os grupos salina neonatal + LPS adulto e LPS neonatal + 

LPS adulto também não apresentaram diferença. 
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Figura 12: Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a freqüência cardíaca 

durante o choque endotoxêmico. Valores expressos como média ± EPM, n= numero de animais 

por grupo. Diferença de p<0,001 para ###, quando os animais salina neonatal + salina adulto e 

salina neonatal + LPS adulto são comparados. Doses LPS: (100µg/kg i.p. período neonatal; 10 

mg/kg i.p fase adulta).  
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8. Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a temperatura corporal 

durante o choque endotoxêmico. 

 

Na figura 13, mostra o efeito da administração de LPS no período 

neonatal sobre a temperatura corporal durante o choque endotoxêmico. A partir 

dos quinze minutos após a administração de LPS pode ser observada uma queda 

significativa da temperatura corporal (p<0,05), a temperatura mais baixa foi 

verificada 1 hora e 15 minutos após a administração de LPS no grupo salina 

neonatal+ LPS adulto comparada ao grupo salina neonatal + salina adulto. 

Observamos também uma redução da febre nos animais que receberam 

a administração de LPS neonatal e após 2 a 3 meses uma nova administração de 

LPS em relação aos animais que receberam salina neonatal e após 2 a 3 meses 

uma administração de LPS, a partir de 2 horas e 45 minutos após a injeção de 

LPS (p<0,05, p<0,01 e p<0,001). 
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Figura 13: Efeito da administração de LPS na fase neonatal sobre a temperatura corporal no 

choque endotoxêmico. Valores expressos como média ± EPM, n= número de animais por grupo. # 

p<0,05, ## p<0,01 e ### p<0,001 quando os grupos salina neonatal + salina adulto e salina 

neonatal +LPS adulto são comparados, e, * p<0,05, ** p,0,01 e p<0,001 quando os grupos salina 

neonatal + LPS adulto e LPS neonatal + LPS adulto são comparados. Doses LPS: (100µg/kg i.p. 

período neonatal; 10 mg/kg i.p fase adulta).  
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1. AVP e choque endotoxêmico 

 

Durante o choque endotoxêmico experimental verificamos um aumento 

da concentração plasmática de AVP na segunda hora após a injeção de LPS. 

Após esse período a concentração plasmática de AVP caiu, retornando aos 

valores basais na sexta hora após a administração de LPS (fig.4). 

Alguns autores têm observado este aumento transitório da concentração 

plasmática de AVP após a administração de doses pirogênicas (Kasting e cols, 

1985) e doses mais elevadas de LPS que induzem choque em ratos (Giusti-Paiva 

e cols 2002, Moreto e cols 2006). 

Aiura e colaboradores analisaram o padrão de liberação de AVP em 

macacos. Eles relataram que uma hora e meia após a administração de LPS 

ocorreu um pico de liberação de AVP. Após a terceira hora foi observado um 

retorno da concentração plasmática de AVP próxima dos valores basais (Aiura e 

cols, 1995). 

Observamos em nossos experimentos que após a quarta hora da 

administração de LPS a AVP está mais baixa do que o pico de liberação em duas 

horas e na sexta hora após a administração de LPS não há diferença significativa 

entre animais tratados com salina e animais tratados com LPS (fig. 4). 

Em contrapartida os níveis pressóricos, seis horas após o início do 

experimento estariam 20% abaixo da pressão observada durante o período 

controle (fig 6). Normalmente uma queda semelhante à observada neste modelo 

experimental seria suficiente para estimular a liberação de AVP (Schiltz e cols, 

1997, Yamaguchi e cols, 1998) o que nos leva a acreditar em uma possível 

deficiência de AVP neste modelo de choque endotoxêmico experimental. 
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A deficiência de AVP durante o choque endotoxêmico em humanos foi 

demonstrado por Landry e colaboradores. Em seu trabalho foram estudados 

pacientes com choque endotoxêmico, que comparados a pacientes com choque 

cardiogênico, apresentavam concentrações plasmáticas de AVP baixas com o 

grau de hipotensão similar (Landry e cols, 1997). 

Entretanto, neste modelo de choque endotoxêmico a hipotensão pode 

não ser um dos estímulos para liberação de AVP, pois verifica-se que 6 horas 

após o início da indução do choque, quando a queda da pressão arterial é mais 

pronunciada, a liberação de AVP manteve-se próxima a valores basais. 

Kasting e colaboradores mostraram que a administração de LPS 

promoveu a liberação de AVP independente de estímulos fisiológicos conhecidos 

como aumento da osmolalidade plasmática, queda da pressão arterial sistêmica, 

diminuição do volume plasmático e aumento da temperatura corporal (Kasting e 

cols, 1985). 

Tem-se observado que a administração de LPS pode estimular 

diretamente a liberação de AVP em hipotálamos in vitro sugerindo que a presença 

de LPS na circulação poderia estimular diretamente a liberação de AVP, já que 

em algumas estruturas hipotalâmicas estão presentes receptores para LPS (CD14 

e TLR-4 em animais intactos) (Giusti-Paiva e cols, 2002). 

Neste mesmo sentido, Matsunaga e colaboradores observaram um 

aumento da expressão de fos em neurônios vasopressinérgicos no hipotálamo de 

ratos duas horas após a administração de LPS, que coincide com o aumento da 

concentração plasmática de AVP observado por nós. 

Além disso, várias substâncias do sistema imune produzidas em resposta 

ao LPS como prostaglandinas, IL-1β, CO e NO podem modular a liberação de 
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vasopressina (Giusti-Paiva e cols, 2002, Moreto e cols, 2006, Costa e cols, 1993, 

Hashimoto e cols, 1989). 

Hashimoto e colaboradores sugeriram que as prostaglandinas poderiam 

mediar a liberação de AVP após a injeção de LPS. Tem-se verificado que o 

receptor para prostaglandina E2 é expresso em núcleos PVN e SON (Hashimoto e 

cols, 1989; Matsumara e cols, 1992). 

Trabalhos têm mostrado que a IL-1β tem efeito estimulante sobre a 

secreção de AVP em neuro-hipófises estimuladas eletricamente em preparações 

in vitro (Chirstensen, 1990). Portanto, a IL-1β poderia ser um mediador da 

secreção de AVP. Pow e colaboradores demonstraram a presença de microglia 

na neuro-hipófise de ratos, exibindo a possibilidade de o LPS estimular a 

secreção de IL-1β pela microglia que então, promoveria a secreção de AVP (Pow 

e cols, 1990). 

Tem-se observado que doses altas de LPS aumentam a concentração 

plasmática de NO. Vários trabalhos têm mostrado que o aumento da produção de 

NO pela via iNOS causada em resposta ao LPS possui um papel inibitório 

importante sobre a liberação de AVP. Giusti-Paiva e colaboradores demonstraram 

que a injeção intracerebroventricular de aminoguanidina, um inibidor específico da 

isoforma iNOS da sintase do NO, provoca aumento nas concentrações 

plasmáticas de AVP na quarta e na sexta hora após a administração de LPS, 

justamente quando a AVP se encontra em valores basais neste modelo de 

choque endotoxêmico, sugerindo que o NO possa participar da resposta inibitória 

na liberação de AVP (Giusti-Paiva e cols, 2002) 

Frente a esses achados observamos que o sistema imune através da 

produção de mediadores inflamatórios em resposta ao LPS pode ter ação 
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estimulatória ou inibitória sobre a atividade de células endócrinas na liberação de 

hormônios. 

Nosso estudo mostra pela primeira vez que a exposição neonatal ao LPS 

induz aumento da concentração plasmática de AVP durante o choque 

endotoxêmico (fig 9). 

Recentemente, vários estudos têm verificado mudanças na plasticidade 

imunológica associadas a eventos gestacionais e perinatais, na qual uma única 

modificação imune pode causar alterações nas respostas do sistema imune inato 

e endócrino ao longo de toda a vida adulta do animal (Boissé e cols, 2004, Ellis e 

cols, 2005). 

O desenvolvimento programado das funções neuro–imune-endócrinas 

vem sendo estudado intensamente. O eixo-hipotalamo-hipófise-adrenal é 

totalmente sensível a influências neonatais e gestacionais e pode alterar a 

reatividade ao estresse nos animais adultos (Shanks e cols, 2002). 

Têm-se mostrado que a exposição de ratas grávidas (período pré-natal) a 

um fator de estresse como o LPS provoca alterações no desenvolvimento do 

sistema nervoso central dos filhotes, aumentando a resposta ao estresse desses 

animais. A prole dessas ratas exibem alterações permanentes das funções do 

eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, bem como mudanças nas respostas 

comportamentais (Shanks e cols, 2002). 

Nós observamos que o aumento da concentração plasmática de AVP em 

animais expostos ao LPS no período neonatal durante o choque endotoxêmico 

experimental ocorreu na quarta e na sexta hora após a administração de LPS. 

Shanks e colaboradores também mostraram um aumento do conteúdo de AVP, 

na eminência mediana em animais expostos ao LPS no período neonatal após 
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serem restringidos por 20 minutos quando adultos. Eles também observaram um 

aumento de CRH na eminência mediana. Sendo assim, parece que a exposição 

neonatal ao LPS altera o eixo-hipotálamo-hipófise-adrenal, e também a liberação 

de AVP. (Shanks e cols, 1995) 

Tem-se mostrado que a exposição neonatal à endotoxina diminua a 

ligação dos glicocorticóides a seus receptores em estruturas que medeiam a 

inibição do eixo-hipotálamo-hipófise-adrenal pelos glicocorticóides. Essas 

alterações podem representar uma via de sinalização para citocinas 

“programando” a resposta do eixo-hipotálamo-hipófise-adrenal ao estresse. A 

diminuição dos sítios de receptores de glicocorticóides e assim a mudança de sua 

sensibilidade em regiões que participam da ativação do eixo hipotálamo-hipófise 

adrenal, pode reduzir a inibição tônica da síntese de AVP e CRH, resultando em 

aumento da liberação de ACTH em resposta ao estresse (Shanks e cols, 1995). 

Sendo assim, parece que a exposição a endotoxina na fase neonatal altera o eixo 

hipotálamo-hipófise–adrenal ao estresse por influenciar o desenvolvimento da 

expressão de receptores de glicocorticóides em populações neuronais que 

regulam a atividade do eixo-hipotálamo-hipófise adrenal. 

Os mecanismos desta resposta não são claros, entretanto, é possível que 

a liberação de citocinas após a exposição à endotoxina pode alterar a ligação de 

glicocorticóides ao seu receptor. Tal fato justifica-se, pois numerosas citocinas 

como IL-1 e IL-6 são liberadas por vários tecidos após a exposição ao LPS e pode 

atravessar a barreira cerebral, alterando a ligação de glicocorticóides ao seu 

receptor em estruturas cerebrais em animais adultos. (Weidenfeld e cols, 1988; 

Banks e cols, 1993) 
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 Interessante o fato em que a manipulação neonatal pode aumentar o 

contato entre a mãe e o filhote, resultando em diminuição da expressão de RNAm 

para o CRH e redução da ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal em 

resposta ao estresse. Estes efeitos podem ser devidos ao aumento da expressão 

de receptores de glicocorticóides no hipocampo e no córtex frontal, um modelo 

exatamente oposto à exposição neonatal à endotoxina (Shanks e cols, 1995). 

Sendo assim, a exposição neonatal a produtos bacterianos como o LPS, 

pode influenciar alterações de comportamentos modificando a resposta do 

sistema nervoso central, imune e endócrino frente a uma nova situação de 

estresse. 

Os animais que tiveram contato prévio com o produto bacteriano reagem 

diferentemente a uma nova exposição a ele, comparados aos animais que nunca 

tiveram contato antes com o antígeno. 

 

2. NO e hipotensão durante o choque endotoxêmico 

 

Durante o choque endotoxêmico experimental, observamos um aumento 

gradual nas concentrações plasmáticas de NO até a sexta hora de experimento 

(fig 5). 

Paya e colaboradores mostraram a ativação da eNOS nos primeiros 

estágios do choque que poderia ser responsável pela queda inicial da PAM. Este 

aumento da eNOS poderia causar vasodilatação e conseqüentemente queda da 

resistência periférica, resultando assim em queda da PAM. Entretanto, Mitchell e 

colaboradores demonstraram que duas horas após a indução da endotoxemia 

ocorre um aumento da produção de NO devido à iNOS. Este aumento coincide 
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com a queda acentuada da PAM que ocorre duas horas após a injeção de LPS. 

Sendo o NO um vasodilatador potente, sugere-se a ação do NO na modulação da 

PAM durante o choque endotoxêmico (Paya e cols, 1993). 

Além do aumento das concentrações plasmáticas de NO, a presença de 

LPS na circulação promove ainda elevação da concentração de TNFα (Forfia e 

cols, 1998; Meldrum e cols, 1998).  Este aumento é transitório e a partir da sexta 

hora esta citocina não é mais detectada na circulação. O TNFα provoca 

diminuição da contratilidade miocárdica, redução da fração de ejeção cardíaca, 

hipotensão e diminuição da resistência vascular periférica (Ellrodt e cols, 1985). 

Em nossos resultados, observamos que a exposição neonatal ao LPS 

reduziu a concentração de nitrato plasmático somente na sexta hora após a 

administração de LPS enquanto a hipotensão nesses animais foi atenuada 

durante todo o período de experimento (6 horas) (fig 11) 

Os mecanismos pelos quais a exposição neonatal ao LPS atenuou a 

hipotensão em animais submetidos a uma outra dose de LPS não são bem 

entendidos. 

Nós acreditamos que a atenuação da hipotensão nos animais expostos 

ao LPS na fase neonatal pode estar relacionada ao aumento da concentração 

plasmática de AVP. Além disso, como o NO é um vasodilatador potente, 

encontra-se em concentrações mais baixas na sexta hora após a injeção de LPS, 

nos animais que foram expostos ao LPS no período neonatal, sugere-se também 

uma relação entre a diminuição da concentração de NO e a atenuação da 

hipotensão observada na sexta hora. 

Em relação à freqüência cardíaca, observamos um aumento da FC uma 

hora e meia após a administração de LPS (fig 7). Nossos dados estão de acordo 
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com dados do laboratório que demonstraram aumento da FC após a injeção de 

LPS (Moreto e cols, 2006; Stabile e cols, 2007). O aumento da freqüência 

cardíaca pode ser uma ação reflexa à queda da pressão arterial, podendo agir 

como um mecanismo compensatório à queda da pressão arterial. Os animais que 

foram expostos ao LPS neonatal não tiveram alterações na resposta induzida pelo 

LPS na fase adulta (fig.12) 

Nenhum estudo anterior mostrou uma diminuição na concentração 

plasmática de NO em animais expostos ao LPS neonatal frente a uma outra 

exposição na fase adulta, conforme observada por nós (fig. 10) 

Em humanos vários estudos têm mostrado que fenômenos ambientais, 

como níveis de poeira, contato com endotoxina e presença de cachorros e gatos 

na infância são fenômenos capazes de alterar o desenvolvimento imunológico de 

crianças durante toda a sua vida adulta (Mutius e cols, 2000). Em adição, tem –se 

demonstrado que animais de experimentação expostos à endotoxina durante as 

primeiras semanas de vida apresentam não só alterações no desenvolvimento do 

sistema endócrino e nervoso, mas também mudanças na predisposição para 

doenças inflamatórias (Shanks e cols, 1999). 

Wang e colaboradores verificaram em animais expostos ao LPS no 

período neonatal, um aumento da citocina IL-10 responsável por proteger o 

desenvolvimento de asma alérgica regulando células TH 1 e TH2, diminuindo 

assim, alergias fenotípicas nesses animais quando adultos (Wang e cols, 2006). 

Bilbo e colaboradores demonstraram um aumento na expressão gênica 

de IL-1ß e IL-10 em animais expostos ao LPS no período neonatal frente a uma 

outra exposição na vida adulta (Bilbo e cols, 2005). 
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 Sendo assim a exposição neonatal ao LPS parece uma espécie de 

mudança ”programada” nos níveis de fatores pró-inflamatórios quando esses 

animais ou humanos entram novamente em contato com produtos bacterianos. A 

ativação do sistema endócrino e do sistema imune durante o desenvolvimento 

neonatal poderia “programar” ou “recompor” ambos os sistemas (Shanks e cols, 

1999). 

 

3. Temperatura Corporal e choque endotoxêmico 

 

Durante o choque endotoxêmico experimental, o LPS promoveu uma 

resposta bifásica na temperatura corporal. Trinta minutos após a administração de 

LPS ocorreu uma queda da temperatura corporal (hipotermia), permanecendo 

assim até a segunda hora após a indução do choque endotoxêmico. Entretanto, 

após a terceira hora ocorreu um aumento progressivo da temperatura corporal, 

que permaneceu elevada até o final do experimento (fig. 8). 

Tem-se demonstrado que a injeção de LPS em roedores tem uma 

natureza heterogênea nas respostas termorregulatórias, na qual hipotermia e 

febre podem ocorrer. (Dogan e cols, 2002). 

Recentes evidências experimentais têm mostrado que a hipotermia 

induzida pelo LPS é uma diminuição regulada da temperatura corporal, na qual 

vários mecanismos termorregulatórios estão envolvidos para mediar esta resposta 

(Dogan e cols, 2002). 

Tollner e colaboradores demonstraram que o TNFα pode ser um dos 

mediadores desta resposta, na qual animais que receberam a administração de 

uma proteína que neutraliza os efeitos do TNFα, apresentaram uma rápida 
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recuperação da fase hipotérmica em resposta à injeção de doses altas de LPS, 

sugerindo que o TNFα possa participar preferencialmente na manutenção da 

hipotermia induzida pelo LPS (Tollner e cols, 2000). 

Corroborando com esses achados, Leon e colaboradores demonstraram 

que camundongos nocautes para o receptor de TNFα apresentaram uma rápida 

recuperação da hipotermia e desenvolveram febre mais precocemente do que os 

seus respectivos controles, indicando que durante a endotoxêmia o TNFα pode 

ser uma das substâncias envolvidas nesse processo (Leon e cols, 1998). 

Tem-se demonstrado também, a participação da AVP na 

termorregulação. 

Steiner e colaboradores administraram perifericamente um antagonista 

do receptor V1 e verificaram um aumento da temperatura corpórea e quando esse 

mesmo antagonista era administrado centralmente (icv) ele bloqueava a 

hipotermia induzida pelo LPS (Steiner e cols,1998). Além disso, Giusti-Paiva e 

colaboradores verificaram supressão da hipotermia após a administração de um 

antagonista V1 antes da administração de LPS, sugerindo que a liberação 

periférica de AVP induzida pelo LPS participa da hipotermia observada durante o 

choque endotoxêmico experimental (Giusti-Paiva e cols, 2003). 

A febre observada a partir da terceira hora após a administração de LPS 

é um dos sinais termorregulatórios mais comuns em resposta a uma inflamação 

sistêmica. (Giusti-Paiva e cols, 2003) 

Tem-se demonstrado o efeito benéfico da febre durante a infecção, pois 

ocorre aumento da proliferação de células do sistema imune, prejudicando o 

crescimento e multiplicação de microorganismos, bem como redução nas 
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concentrações de zinco e ferro que são essenciais para o crescimento e 

multiplicação de microorganismos. (Kluger e cols, 1979) 

Várias evidências têm apontado a prostaglandina E2 (PGE2) como um 

mediador essencial da resposta febril. É sabido que a PGE2 se liga ao receptor 

de prostaglandina Ep3, estimulando a síntese e liberação de AMPc, na qual age 

como um neurotransmissor, ativando neurônios termossensíveis e aumentando a 

temperatura corporal (Walker e cols, 2006). A prostaglandina é sintetizada pela 

ciclooxigenase 2 (COX 2) e inibidores seletivos dessa enzima reduzem a resposta 

febril induzida pelo LPS. Além disso, camundongos nocautes para o gene da 

COX2 são incapazes de desenvolverem febre em resposta à injeção de LPS 

intraperitoneal. (Li e cols, 2001). 

 Recentemente numerosos estudos têm apontado o NO como um 

importante modulador da resposta febril em situações de estresse (Steiner e cols, 

2001; Giusti-Paiva e cols, 2003). 

De Paula e colaboradores administraram um bloqueador inespecífico da 

NOS e verificaram que o bloqueio do NO sistêmico, provocou uma atenuação 

significante da temperatura corporal em resposta à injeção de LPS quando se fez 

a comparação com seus respectivos controles. A administração deste mesmo 

bloqueador centralmente (icv) induziu um aumento da resposta febril nesses 

animais, indicando que o NO tem efeitos termorregulatórios diferentes, atuando 

como uma molécula pirética no sistema periférico e antipirética no sistema 

nervoso central. (de Paula e cols, 2000). 

Assim, os mecanismos envolvidos na termorregulação durante o choque 

endotoxêmico não são bem entendidos. De um lado tem-se a via inflamatória, 

envolvendo a produção de citocinas, a síntese de NO pela enzima NOS. De outro, 
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tem-se uma outra via, o sistema endócrino e antipirético, envolvendo o eixo-

hipotálamo-hipófise adrenal, a liberação de AVP e o hormônio melanócito 

estimulante α induzindo a liberação de outros hormônios e talvez outras 

moléculas que limitam a extensão da febre (Giusti-Paiva e cols; 2003).  

Em nosso trabalho, observamos que a febre induzida por LPS foi 

atenuada quando os animais foram pré-expostos à endotoxina na fase neonatal 

durante o choque endotoxêmico experimental. Vários autores têm mostrado 

resultados similares neste mesmo modelo (Fig. 13). 

Boissé e colaboradores verificaram uma atenuação da resposta febril em 

animais pré-tratados com LPS no período neonatal. Além disso, eles observaram 

uma diminuição na expressão gênica da COX 2 no hipotálamo desses animais. 

(Boissé e cols, 2004). 

Walker e colaboradores observaram o mesmo padrão de resposta, 

usando um outro protocolo experimental. Eles administraram LPS nos dias 3 e 5 

após o nascimento dos filhotes (na dose de 0,05 mg/kg) e nos animais adultos (na 

dose 100 µg/kg), e, verificaram uma atenuação da febre (Walker e cols, 2006). 

Os mecanismos que levam a exposição neonatal ao LPS alterar a 

resposta febril frente a uma outra exposição ao LPS na fase adulta são pouco 

entendidos. 

Estudos recentes têm mostrado um aumento nas concentrações de 

glicocorticóides em animais expostos ao LPS neonatal, uma hora após a injeção 

de LPS quando adultos. Esses animais também apresentaram uma diminuição 

das concentrações plasmáticas de citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e TNFα 

(Ellis e cols, 2005).  
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Um dos fatores que poderiam atenuar da febre em resposta ao LPS seria 

a diminuição de citocinas próinflamatórias devido a um aumento das 

concentrações plasmáticas de glicocorticóides. Sabe-se que os glicocorticóides 

podem agir como um antipirético endógeno, induzindo a síntese da proteína 

inibitória de NF-kB. A ativação desta proteína induz diminuição da transcrição de 

citocinas pró-inflamatórias, bem como redução da expressão da COX 2, 

diminuindo assim, a produção de prostaglandinas.(Ellis e cols, 2005). 

Além disso, várias evidências experimentais têm apontado a AVP como 

um dos principais neuropeptídeos antipiréticos. A resposta febril causada por 

injeções de LPS, ou prostaglandina pode ser reduzida por microinjeções de AVP 

dentro de uma área circunscrita do cérebro, a área septal ventral. Em ratos, essa 

área é inervada por células AVP imunorreativas e ativada durante a febre. (Roth, 

2006 review).  

Em nossos resultados, a exposição neonatal ao LPS aumentou a 

concentração plasmática de AVP na quarta e sexta hora após a administração de 

LPS e é justamente nessas horas em que a resposta febril ao LPS está mais 

acentuada. Sendo assim, podemos especular que a atenuação desta resposta em 

parte seria provocada pelo aumento de AVP, que agindo como uma substância 

antipirética em resposta ao LPS, estaria controlando a temperatura corporal 

desses animais.  

Além disso, sendo o NO uma molécula pirética no sistema periférico, a 

diminuição de sua concentração plasmática em animais expostos ao LPS na fase 

neonatal, pode ser também um dos fatores responsáveis pela atenuação da 

resposta febril na sexta hora após a administração de LPS. 
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1. O modelo experimental de choque endotoxêmico induzido pela 

administração de doses altas de LPS caracteriza-se por elevação transitória das 

concentrações de AVP, queda da pressão arterial média, aumento da freqüência 

cardíaca, queda transitória da temperatura corporal durante as duas primeiras 

horas após a administração de LPS seguida por um aumento até o fim do 

experimento e um aumento nas concentrações de nitrato plasmático. 

2. A exposição neonatal ao LPS eleva as concentrações plasmáticas de 

AVP e diminui as concentrações plasmáticas de NO. Essas alterações podem ser 

responsáveis pela atenuação da hipotensão e da febre durante o choque 

endotoxêmico. 
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