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O oxido nitrico (NO) é um dos principais mediadores da vasodilatacao e
hiporeatividade a vasoconstritores que ocorre na sepse. Entretanto, a inibi¢do nédo-
seletiva das enzimas responsaveis por sua produgao ndo se revelou uma alternativa
de utilidade clinica. H& dados na literatura mostrando uma importante relacdo entre
NO e canais de potédssio durante a sepse. Através de um modelo experimental de
sepse em ratos observamos que o bloqueio de canais de potéassio com tetraetilamonio
(TEA; bloqueador ndo seletivo de canais de potassio; 8 mg/kg; s.c.), quando
administrado nos momentos iniciais da sepse em baixas doses, onde bloqueia
preferencialmente canais de potassio sensiveis ao calcio, reduziu a mortalidade. Este
tratamento precoce com TEA reduziu a producao de NO bem como a expressdo da
NOS-2, melhorando o quadro de hipotensao e hiporeatividade a vasoconstritores,
além de melhorar pardmetros de dano tecidual. Adicionalmente, o TEA foi capaz de
manter os niveis glicémicos dentro da normalidade nos animais sépticos, quando
normalmente é vista uma grande hiperglicemia, seguida de hipoglicemia. A 4-
aminopiridina (10 ou 100 pg/kg; s.c.), um bloqueador seletivo de canais de potassio
dependentes de voltagem, quando administrada nos animais sépticos, nao alterou a
mortalidade dos animais. Ja o tratamento com a glibenclamida (GLB; 1 mg/kg; s.c.;
inibidor seletivo para canais de potdssio dependentes de ATP; 4 horas apds a
cirurgia) além de ndo apresentar nenhuma protecdo, precipitou a morte dos animais,
um efeito que parece estar relacionado com a hipoglicemia causada por este
composto. Assim, o bloqueio de canais de potassio dependentes de célcio deve ser
investigado como um possivel alvo terapéutico para o tratamento da sepse.

Oxido nitrico, canais de potéassio, tetraetilamonio, sepse, choque séptico,
glibenclamida.




“Ndo tenho um caminho novo.
O que eu tenho é um novo jeito de caminhar.”

Thiago de Mello
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RESUMO

Vasodilatagao e hiporeatividade a vasoconstritores estdao entre as principais caracteristicas do
colapso cardiovascular na sepse. O 6xido nitrico (NO) é um dos principais mediadores neste
processo; apesar disso, a inibicdo ndo-seletiva das enzimas responsaveis por sua producdo
nao se revelou uma alternativa de utilidade clinica j4 que ocasionou o aumento da morbi-
mortalidade. Varios dados na literatura tém mostrado uma forte relacdo entre canais de
potéssio e NO durante a sepse. Neste estudo nés investigamos o efeito de bloqueadores de
canais de potdssio em um modelo experimental de sepse em ratos. Observamos que o
bloqueio de canais de potassio com tetraetilamoénio (TEA; 8 mg/kg; s.c.; 4 horas apds a
cirurgia)) um bloqueador ndo seletivo destes canais que, em baixas doses, ¢é
preferencialmente seletivo para canais Kc,, quando administrado nos momentos iniciais da
sepse reduziu a mortalidade. Este tratamento precoce com TEA reduziu a produgdo de NO
bem como a expressdao da NOS-2, melhorando o quadro de hipotensao e hiporeatividade a
vasoconstritores, além de melhorar parametros de dano tecidual. Adicionalmente, o TEA foi
capaz de manter os niveis glicémicos dentro da normalidade nos animais sépticos, quando
normalmente é vista uma grande hiperglicemia, seguida de hipoglicemia. A 4-aminopiridina
(10 ou 100 pg/kg; s.c.), um bloqueador seletivo de canais de potassio dependentes de
voltagem, quando administrada nos animais sépticos, ndo alterou a mortalidade dos animais
mostrando que, pelo menos em relagdo a este parametro, esses canais ndo parecem estar
envolvidos. J& o tratamento com a glibenclamida (GLB; 1 mg/kg; s.c.; inibidor seletivo para
canais Karp; 4 horas apés a cirurgia) além de ndo apresentar nenhuma protecdo, precipitou a
morte dos animais, um efeito que parece estar relacionado com a hipoglicemia causada por
este composto. Embora muitos trabalhos tenham demonstrado o envolvimento de canais de
potdssio nas alteragdes cardiovasculares que ocorrem na sepse, o bloqueio destes canais pode
levar a alteracdes metabolicas deletérias. E fundamental, portanto, que estes canais
continuem sendo estudados para que no futuro os efeitos benéficos e maléficos possam ser
farmacologicamente dissociados. Assim, nosso trabalho mostra que o bloqueio de canais de
potéssio dependentes de calcio deve ser investigado como um possivel alvo terapéutico para
o tratamento da sepse.

Palavras-chave: Oxido nitrico, canais de potéssio, tetraetilaménio, sepse, choque séptico,

glibenclamida.



ABSTRACT

Vasodilation and hyporeactivity to vasoconstrictors are amongst the main features of
cardiovascular collapse in sepsis. Nitric oxide (NO) is an important mediator in this process;
nevertheless non-selective NO synthase inhibition did not prove clinically useful since it
increased morbidity and mortality. Potassium channels and nitric oxide have been shown to
be related in sepsis. In this study, we investigated the effect of K+ channels blockers in a rat
model of sepsis. We observed that early inhibition (4 hours after surgery) of K+ channels
with low doses of tetraethylammonium (TEA; 8 mg/kg; s.c.; non selective potassium
channels blocker) provided significant reduction in the mortality. At this low dosage, TEA is
reported to block preferentially calcium-dependent potassium channels. Besides, this early
treatment with TEA reduced NO production as well as NOS-2 protein expression, improved
the hypotension and the hyporeactivity to vasoconstrictors. In addition, there was a
significant improvement in hypoxia and tissue damage biochemical indicators. Early TEA
treatment maintained glycemia at normal values, contrasting to the hyperglicemia followed
by hypoglicemia observed in septic animals. 4-aminopyridine (10 or 100 pg/kg; s.c.), a
selective voltage dependent potassium channels blocker did not improve survival indicating
that, at least concerning mortality, this channel family do not seem to be involved. Treatment
with selective Katp channel inhibitor glibenclamide (GLB; 1 mg/kg; s.c.) did not show any
kind of protection, conversely, increase mortality rate probably because of the hypoglycemia.
Blockade of Karr channel is associated with hemodynamic improvement in sepsis, but it is
also associated with metabolic disturbance. Our study suggests that Kc. channel blockade

should be investigated as a possible therapeutic strategy in sepsis treatment.

Key-words: nitric oxide, potassium channels, tetraethylammonium, sepsis, septic shock,

glibenclamide.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sepse
1.1.1. Breve historico

Referéncias sobre as manifesta¢des clinicas da sepse podem ser encontradas
até mesmo em textos de Hipodcrates (460 - 377 a.C.) que relatou um processo de
perigo, deterioragao bioldgica fétida ou putrefacdo. Mas foi somente no século XVIII
que o médico hingaro Ignaz Semmelweiss relacionou medidas simples de higiene
por parte dos médicos e estudantes, como lavar as maos antes do contato com
pacientes, com uma redugdo expressiva da mortalidade de mulheres no puerpério.
Entretanto, a comunidade cientifica viu com ceticismo tais resultados e ndo renovou
seu contrato de trabalho. Semmelweiss foi vitima de depressao e distarbios mentais
em seus dltimos anos de vida, vindo a 6bito em um manicomio em Viena poucas
semanas mais tarde, ironicamente, de uma sindrome muito semelhante a sepse
puerperal, desencadeada por uma laceragao no dedo (De Costa, 2002).

Em 1914, Hugo Schottmiiller descreveu que a presenca de uma infeccdo era o
componente fundamental da doenga (citado em Rittirsch et al., 2008). Décadas mais
tarde, Lewis Thomas (1972) descreveu que “It is our response to their presence that
makes the disease. Our arsenal for fighting off bacteria are so powerful... that we are more in
danger from them that the invaders”. Essa teoria desviou o foco das pesquisas sobre
sepse do agente infeccioso para a resposta imune do hospedeiro. Nos dias atuais,
Bone e colaboradores (1992) definiram sepse como sendo uma sindrome de resposta

inflamatoria sistémica (SIRS) que pode ocorrer durante uma infeccao.

1.1.2. Conceitos, definicdes e epidemiologia

A sepse é uma doenca definida por critérios clinicos e no intuito de padronizar
a nomenclatura, em 1991 foi realizada uma Conferéncia de Consenso para a
classificacdo de sepse e doengas similares pela Society of Critical Care Medicine
juntamente com o American College of Chest (Bone et al., 1992). Defini¢Ges precisas sdo
necessarias para um diagnostico melhor e mais rdpido, assim como para monitoragao
e tratamentos adequados dos pacientes sépticos. Dessa maneira, devemos nos

familiarizar com os seguintes termos:



- Infeccdo: é definido como um processo patolégico causado pela invasdo de tecidos,
fluidos ou cavidades normalmente estéreis por microorganismos patogénicos;

- SIRS (Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica): é definido quando dois ou
mais dos seguintes sintomas clinicos sdo diagnosticados: temperatura corporal >
38°C ou < 36°C; frequéncia cardiaca > 90 bpm, frequiéncia respiratéria > 20
movimentos/minuto; leucometria > 12.000/ mm?3 ou < 4.000/ mm3 ou ainda, presenca
de mais de 10% de bastonetes;

- Sepse: é definido como uma sindrome caracterizada pela presenca de SIRS
secundaria a um processo infeccioso;

- Septicemia: o uso desse termo é desencorajado por ser ambiguo e freqiientemente
utilizado inapropriadamente para designar bacteremia, que é a presenca de bactérias
vidveis no sangue;

- Sepse severa: € a sepse acompanhada de disfuncdo de 6rgaos e anormalidades de
perfusdo (acidose lactica, oligtria, etc) ou acompanhada de hipotensao responsiva a
hidratagao vigorosa;

- Choque séptico: é quando a hipotensdo que ocorre na sepse severa persiste mesmo
com adequada reposicdo volémica e utilizacdo de agentes vasopressores para
estabilizar a pressdo arterial;

- Sindrome da disfuncao de maltiplos 6rgaos (MODS): presenca de fun¢do anormal
de trés ou mais 6rgdos em pacientes criticos, no qual a homeostasia nao pode ser
mantida sem intervencao médica.

Apesar dos esforcos para padronizacdo da nomenclatura, separar pacientes
sépticos em categorias resulta em populacdes bastante heterogéneas, o que é
explicado pelo fato da sepse representar uma sindrome clinica e ndo uma doenga.
Essa heterogeneidade é refletida principalmente pelos diferentes locais de origem da
infeccdo (pulmao, rins, etc), e ainda se a infecgdo ocorreu na admissao ou durante a
estadia na UTI. Infec¢cbes pulmonares, abdominais, do trato urinario e de feridas
operatorias sdo responsdveis por aproximadamente 85% dos casos (Alberti et al.,
2002).

A sepse é uma das complicacdes mais freqiientes em pacientes cirtargicos e
uma das maiores causas de morte em unidades de terapia intensiva (Sands et al.,

1997). A sepse grave e o choque séptico podem ser causados por diversos



microorganismos como bactérias Gram-negativas, e Gram-positivas, fungos e virus, e
estdo associados a taxas de mortalidade de 40 a 60%. Sepse, SIRS e choque séptico,
juntos, representam a causa mais importante de morte em UTI de adultos, superando
até mesmo doengas cardiovasculares (Angus et al., 2001).

Dados indicam aproximadamente 750.000 casos de sepse por ano nos Estados
Unidos. No Brasil, os dados também sdo alarmantes, e as estimativas nacionais sao
de que, a cada dia, aproximadamente 57 em cada 1000 pacientes das UTIs tem sepse,
e ainda apresentam uma alta taxa de mortalidade. O estudo BASES (Brazilian Sepsis
Epidemiological Study) também demonstrou que a sepse é a doenca geradora de

maiores custos aos setores publicos e privados do pais (Silva et al., 2004).

1.1.3. Imunopatogénese da sepse

De acordo com a definicdo acima descrita, a sepse é um estado inflamatério
generalizado que ocorre frente a uma infeccdo. Embora a ativagao do sistema imune
durante uma invasao microbiana seja geralmente protetora, a sepse se desenvolve em
um grande nimero de pacientes como conseqiiéncia de uma resposta imune
excessiva ou mal regulada.

Os mecanismos de defesa do hospedeiro atuam contra os microorganismos
invasores ou seus constituintes. Em bactérias Gram-negativas, o lipopolissacarideo
(LPS ou endotoxina) tem papel dominante. O principal mecanismo pelo qual o LPS
atua é através de um complexo com a proteina ligadora de LPS sinalizando entdo
através dos receptores Toll-like 4 (TLR-4). A sinalizagdo intracelular depende da
ligacdo do dominio intracelular do TLR-4 ao IRAK (do inglés, IL-1 receptor-associated
kinase), um processo que é facilitado por proteinas adaptadoras, entre elas a MyD88
(do inglés, myeloid differentiation protein 88). Posteriormente ocorre ativacdo do TRAF6
(do inglés, TNF-receptor activated factor-6) que coordena a fosforilacdo do IxB, inibidor
do Fator nuclear kappa B (NF-kB), por ativar o complexo IKK (IkB quinase). A
fosforilagao do IxB pelo IKK leva a sua degradacado por proteassoma; o dimero NF-xB
citosdlico é entdo liberado e translocado para o ntcleo da célula, onde inicia a
transcricdo de diversos genes cujos produtos sdo imunomediadores reguladores da
resposta inflamatéria (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Cohen, 2002). Além da

fosforilagdo do IxB, o IKK também regula a transcricdo por fosforilar diretamente



proteinas do NF-xB (revisado em Ghosh e Hayden, 2008). As células também podem
responder ao LPS através de receptores intracelulares denominados NOD (do inglés,
nucleotide-binding oligomerization domain) (Inohara et al., 2001; Cohen, 2002).

Em bactérias Gram-positivas, ndo ha endotoxina, mas suas paredes contém
peptidoglicanos e acido lipoteicéico, que podem ligar-se aos receptores de superficie
Toll-like 2 (TLR-2) tendo papel pré-inflamatério, embora menos pronunciado que o
do LPS (Wang et al.,, 2000). Diversos componentes da parede celular de fungos
também sdo reconhecidos por TLR-2 e TLR-4 (Netea et al., 2004).

Muitos mecanismos estdo envolvidos na fisiopatologia da sepse e do choque
séptico, incluindo liberacao de citocinas, ativacdo de neutroéfilos, mondcitos e células
endoteliais, bem como ativacdao de reflexos neuroenddcrinos e sistemas de cascatas
de proteinas plasmaticas, como o sistema complemento e os sistemas de coagulacao e
o fibrinolitico. Ha interacdes complementares e sinérgicas de diferentes componentes
dessas cascatas, o que dificulta o tratamento dessa sindrome. A manobra terapéutica
prioritdria tem sido a identificacdo e eliminacdo do foco infeccioso através de
antibidticos e em casos extremos, a sua remocao cirtrgica (Hollenberg et al., 2004). A
manutencdo da pressao arterial e do débito cardiaco através de reposicao de liquido e
utilizacdo de agentes inotrépicos e vasopressores pode ser necessaria devido a

descompensacao hemodinamica (Wheeler e Bernard, 1999).

1.1.4. Papel do 6xido nitrico na sepse

O tonus vascular e, portanto, a pressao sanguinea, é determinada
principalmente pela contratilidade das células do musculo liso vascular na parede
dos vasos, as quais por sua vez, sdo reguladas pela sua concentracdo intracelular de
célcio. O calcio se liga a calmodulina, formando um complexo capaz de ativar a
miosina quinase de cadeia leve (MLCK, do inglés myosin light chain kinase), a enzima
responsavel pela fosforilagdo das cadeias leves de miosina (cadeias regulatoérias).
Assim, quando a cadeia regulatoéria é fosforilada, as cabegas de miosina sdo capazes
de se ligar repetitivamente aos filamentos de actina, promovendo a contracdo. Por
sua vez, o 6xido nitrico (NO) promove relaxamento (vasodilatacdo) do musculo liso
vascular basicamente por dois mecanismos distintos: a) o NO pode abrir canais de

potadssio no mdasculo liso vascular, o que reduz o potencial de membrana,



hiperpolariza a célula e fecha os canais de célcio, assim reduzindo o célcio
intracelular e levando a vasodilatacdo; b) o NO pode ativar a guanilato ciclase
soltvel (sGC), aumentando a produgdo de cGMP na célula e ativando a proteina
quinase G (PKG; Lucas et al., 2000). A PKG por sua vez gera relaxamento por reduzir
a concentracdo de célcio intracelular, ou por defosforilar a cadeia leve de miosina, o
que pode ocorrer por ativagdo de fosfatases ou pela manutencdao da MLCK em uma
forma fosforilada que ndo é passivel de ativagdo pelo complexo calcio-calmodulina
(Beavo e Brunton, 2002).

Do ponto de vista cardiovascular, a fase hiperdindmica do choque séptico é
caracterizada por aumento do débito cardiaco e reducdo da resisténcia vascular
periférica devido a dilatagdo sistémica dos vasos de resisténcia. A queda na
resisténcia vascular periférica leva a uma hipotensdo progressiva severa que é
resistente a reposicdo volémica e agentes vasoconstritores (Quezado e Natanson,
1992). Isso acarreta redistribuicdo do débito cardiaco com perfusao inadequada de
orgdos, a qual contribui para faléncia e dano dos mesmos (Parrillo et al., 1990). Essas
alteracdes hemodindmicas vistas na sepse sao atribuidas em grande parte a produgao
excessiva de 6xido nitrico (NO) que ocorre principalmente devido ao aumento da
expressao da enzima 6xido nitrico sintase induzida (NOS-2) (Alderton et al., 2001).

O NO é sintetizado a partir de oxigénio molecular e do aminoécido L-arginina
por um grupo de enzimas conhecidas como 6xido nitrico sintases (NOS). Existem
pelo menos trés isoformas de NOS, cada uma sendo produto de um gene distinto. A
NOS neuronal (nNOS ou NOS-1), a NOS induzida (iNOS ou NOS-2) e a NOS
endotelial (eNOS ou NOS-3).

A NOS-1 e a NOS-3 foram inicialmente descritas em cerebelo de rato e células
endoteliais de aorta bovina, respectivamente. Entretanto, sua distribuicdo tecidual é
bem mais ampla do que a sugerida pelos seus nomes. Estas duas enzimas sdo
classificadas como NOS constitutivas, sdo dependentes de calcio/calmodulina e
liberam pequenas quantidades de NO (na faixa de nanomolar) por curtos periodos
de tempo (segundos a minutos) em resposta ao estimulo de receptores ou estimulos
fisicos, tais como o estresse de cisalhamento. Por outro lado, a NOS-2 pode ser
induzida em varios tipos celulares por citocinas ou combinacdes delas com

lipopolissacarideo bacteriano (LPS). A NOS-2 requer concentracdo nanomolar de



calcio (100 nM, concentragdo equivalente ao nivel basal intracelular) e por isso é
classificada como independente de calcio. Outra importante diferenca é que a NOS-2
produz e libera grandes quantidades de NO (na ordem de micromolar) durante
longos periodos quando comparada as NOS constitutivas, e geralmente esta
associada aos efeitos citotoxicos e as agcdes que promovem as patologias vasculares
relacionadas ao NO (revisado em Alderton et al.,, 2001). A maior parte do NO
importante no quadro de choque séptico tem origem na inducdo da NOS-2 (Rees et
al., 1990; Salter et al., 1991). O aumento na expressdo de NOS-2 (proteina) e de seu
mRNA durante a endotoxemia é observada em varios tipos celulares, como células
endoteliais, células de Kupffer, hepatocitos, células da musculatura lisa vascular,
células renais, condrécitos, midcitos e fibroblastos (Moncada et al., 1991).

Existe um ntmero substancial de evidéncias indicando que o NO é um
importante efetor na sepse e no choque séptico (Fleming et al.,, 1991; Feihl et al,,
2001). As primeiras evidéncias de que o NO teria um envolvimento na fisiopatologia
da sepse vieram com a observacdo de niveis elevados de nitrato e nitrito em
pacientes sépticos (Ochoa et al.,, 1991; Evans et al., 1993). Vérios sintomas dessa
condicdo sdo atenuados com o uso de inibidores das NOS, o que evidencia a
relevancia do NO derivado da NOS-2 no choque séptico. H4 trabalhos mostrando
que os inibidores de NOS normalizam a queda da pressao arterial (Kilbourn et al.,
1990), aumentam a sobrevivéncia (Wu et al., 1995) e atenuam a faléncia de multiplos
6rgdos na sepse experimental em ratos (Wu et al., 1996). O papel do NO derivado da
NOS-2 na sepse foi reforcado ainda pela demonstragio de que camundongos
knockout para o gene da NOS-2 respondem melhor a vasoconstritores e apresentam
menor mortalidade em modelos relevantes de sepse (para revisao ver Kilbourn,
1999). H4, portanto uma grande quantidade de dados implicando o NO como um
mediador chave na disfuncdo cardiovascular durante a sepse e choque séptico (para
revisao ver Fernandes e Assreuy, 2008).

Levando-se em consideracdo os ja bem conhecidos efeitos do NO na pressao
arterial e na reatividade vascular na sepse, o uso de inibidores da NOS-2 para o
tratamento do choque séptico parecia ser uma opgdo correta e fadada ao sucesso
(Avontuur et al., 1998). De posse do conhecimento reunido nos tultimos anos, foi

possivel antecipar que a inibicao da NOS-2 iria bloquear a capacidade do hospedeiro



em combater a infeccdo subjacente, j4 que o NO é uma das principais armas
empregadas pelas células de defesa (Nathan e Shiloh, 2000). Outro importante
problema em lidar com a inibicao da NOS-2 na sepse e no choque séptico é que todos
os inibidores das NOS testados até agora no ambiente clinico ndo sao suficientemente
seletivos para esta isoforma. Esta foi precisamente a razao porque um estudo de Fase
III com um inibidor de NOS em sepse humana teve que ser interrompido antes do
término, ja& que a mortalidade aumentou no grupo de pacientes que receberam o
inibidor (Lopez et al.,, 2004). Neste sentido, uma alternativa interessante seria a
modulacdo de alvos do NO, como os canais de potassio. A estratégia de intervir
apropriadamente em alvos do NO responsaveis pelo colapso cardiovascular
preservando, pelo menos em parte, a producdo de NO e conseqiientemente seus

efeitos benéficos, pode ser uma alternativa eficaz e segura no tratamento da sepse.

1.1.5. Canais de potassio no musculo liso arterial

O potencial de membrana é determinado pela sua permeabilidade diferencial
aos diversos ions e pela distribuigdo relativa destas espécies idnicas (s6dio, cloreto,
calcio, potassio, etc) em cada um dos compartimentos que a membrana separa. Os
canais de potassio representam um diversificado grupo de canais idnicos
encontrados na maioria das células eucaridticas de animais e plantas. Normalmente,
existe uma alta concentracdo de potassio no meio intracelular (~140 mEq/L) e uma
baixa concentracdo no meio extracelular (~4 mEq/L). Os canais de potassio sdo
proteinas que permitem o movimento dos fons potassio (K+) através da membrana
plasmatica (Jan e Jan, 1992).

A abertura de canais de potassio da membrana de células do musculo liso em
artérias aumenta o efluxo de potassio, causando um déficit relativo de cargas
positivas no lado interno da célula, gerando um potencial negativo através da
membrana, o que chamamos de hiperpolarizagdo. Isso leva ao fechamento de canais
de célcio dependentes de voltagem, reduzindo a entrada de célcio e causando
vasodilatagdo (Esquema 1). Um grande ntimero de vasodilatadores endégenos atua,
pelo menos em parte, através da ativacdo de canais de potéssio. Por outro lado, a

inibicao desses canais despolariza a membrana levando a abertura de canais de calcio



ativados por voltagem, aumentando o cdlcio citosélico e resultando em
vasoconstricdo (Esquema 1) (para revisdo ver Nelson e Quayle, 1995).

A habilidade de um canal i6nico permitir a passagem de um determinado ion
é chamada de condutéancia; assim, quanto maior a condutancia do canal de potassio,
mais deste ion é capaz de atravessar a membrana celular em um determinado

periodo de tempo. A condutancia de canais ionicos é medida em picoSiemens (pS).
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Esquema 1: Ilustracdo esquematica dos eventos envolvidos na resposta do musculo
liso vascular a ativacdo (esquerda) ou inibicdo (direita) de canais de potassio.
Esquerda: Abertura de canais de K+ na membrana da célula leva a saida de K+,
causando reducdo do potencial de membrana (Em), ou seja, hiperpolarizagdo e
conseqiiente inibicao dos canais de calcio ativados por voltagem, reducao do célcio
citosdlico, resultando em relaxamento do musculo liso vascular (vasodilatagao).
Direita: A inibicao de canais de K+ do musculo liso vascular reduz a saida de K+ e,
portanto, aumenta o potencial de membrana (Ewm) despolarizando a célula. Ocorre
abertura dos canais de calcio ativados por voltagem, permitindo a entrada de célcio
com aumento dos niveis de calcio citosélico resultando em vasoconstricdo. Adaptado
de Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2001; 21:28-38.

O nosso conhecimento sobre canais de potdssio no musculo liso arterial
aumentou substancialmente nos ultimos 20 anos gragas a avangos de duas técnicas
principais: 1) isolamento de células de musculo liso a partir de pequenas artérias; e 2)
técnica de patch-clamp, que permite a mensuracao de correntes idnicas em pequenos
fragmentos de membrana plasmatica, facilitando a individualizacdo de canais idnicos
de um determinado tipo. As manifestagcdes funcionais da ativagdo ou inibicdo de
canais de potassio também podem ser monitoradas através de mudangas no

potencial de membrana (mensuradas com o uso de microeletrodos), mudangas na



forca isométrica de segmentos de anéis de artérias, e através de mudancas no
diametro de artérias pressurizadas (Nelson e Quayle, 1995).

Quatro tipos distintos de canais de K+ foram identificados no musculo liso
arterial: 1) canais de potassio sensiveis ao calcio (Kca); 2) canais de potéssio
dependentes de voltagem (Kv); 3) canais de potassio de retificagdo interna (Kir) e 4)

canais de potassio sensiveis ao ATP (Karp) (Esquema 2).
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Esquema 2: Os quatro tipos de canais de potassio no musculo liso arterial. Ky: canais
de potassio dependentes de voltagem; Kca: canais de potassio sensiveis ao calcio;
Karp: canais de potassio sensiveis ao ATP; Kir: canais de potassio de retificagao
interna; IbTx: iberiotoxina; ChTx: caribdotoxina; TEA: tetraetilamoénio; 4-AP: 4-
aminopiridina; +: ativado do canal; - : inibiGio do canal. Adaptado de Am | Physiol.
1995; 268:C799-822.

1.1.5.1. Canais de potassio sensiveis ao calcio (Kca)

Os canais de potassio que sao ativados pela elevacdo do calcio intracelular
(Kca) e pela despolarizacdo da membrana sdo particularmente abundantes nas
células do musculo liso vascular. A Tabela 1 ilustra os nomes dos membros desse
grupo conforme a Unido Internacional de Farmacologia (IUPHAR) (Wei et al., 2005).
Estima-se que ha entre 1.000 a 10.000 canais Kca e Kv em cada célula do mtsculo liso
arterial e aproximadamente 100 a 500 canais Katpr e Kir (Nelson e Quayle, 1995). Os
canais Kca do musculo liso vascular (Kca 1.1.) sdo canais de alta condutancia ( 30 a
100 os) e sao chamados também de canais Maxi K ou BK.

Os canais BKca sao compostos de quatro subunidades a e quatro subunidades

B. A subunidade a é a porcdo formadora do poro do canal e consiste de 11 dominios



hidrofébicos (S0-510). O dominio transmembrana (S0-S6) constitui o ntcleo da
subunidade a com uma cauda NH> terminal. Os quatro demais dominios (57-510)
sdo localizados no citoplasma e forma a cauda COOH terminal da proteina (Esquema
3). As subunidades a podem associar-se com diferentes subunidades 3, o que explica
diferentes propriedades dos BKca em diferentes tecidos (Paulson e Newman, 1987;
Boyle et al., 1992). A subunidade [} é composta por dois dominios transmembrana
com uma grande alca extracelular, e as caudas NH, e COOH terminais sdo
localizadas no citoplasma. Mais de oito subunidades 3 foram identificadas, mas a
isoforma P1 é a que predomina nas células do musculo liso vascular (para revisao ver

Ledoux et al., 2006).

TABELA 1: Membros do grupo de canais Kca

Nome (IUPHAR) | Outros nomes | Distribuicdo do canal

Kca 1.1. BK, Maxi K, Cérebro, musculo esquelético, epitélio renal,
Slol, Slo musculo liso (bexiga, vascular, uterino), cortex
adrenal
Kca 2.1 SKcal, SK1 Cérebro (amigdala, hipocampo, cerebelo),
tumores géstricos, glioblastoma, aorta,
oligodendroglioma
Kca 2.2. SKca2, SK2 Cérebro, pituitdria, melandcito, melanoma,

prostata, figado, coracdo, muasculo esquelético,
miomeétrio

Kca 2.3. SKca3, SK3 Cérebro, linfécitos, muasculo esquelético,
miométrio, préstata, rim, coragdo, figado,

endotélio vascular

Kca 3.1. IKcal, SK4, Placenta, prostata, eritrocitos, linfocitos, figado,
Kca4, IK1 pancreas, endotélio vascular, melanomas, colon

Kca 4.1. Slack, Slo2.2 Cérebro, rim, testiculo

Kca 4.2. Slick, Slo2.1 Cérebro (bulbo olfatério, hipocampo), coracao

Kca 5.1. Slo3 Testiculos, espermatdcitos




O aumento da pressdo intravascular despolariza as células do musculo liso
das artérias de resisténcia e causa vasoconstri¢do; esse tonus é chamado de tonus
miogénico, e é o principal determinante da resisténcia periférica. Os canais BKca
exibem um importante papel no controle do tonus miogénico pois a despolarizagao
da membrana que ocorre ativa esses canais, o que leva ao aumento da saida de
potéssio, consequentemente reduzindo a despolarizacdo e a contracdo causadas pela
pressdo intravascular e por agentes vasoconstritores (Nelson e Brayden, 1993). A
ativacdo dos canais BKca hiperpolariza as células do mitsculo liso e causa
relaxamento. Vasodilatadores que levam ao aumento intracelular de cAMP e cGMP
podem atuar ativando esses canais. A estimulacdo P-adrenérgica é capaz de ativar
canais BKca nas células do musculo liso das artérias corondrias e nas vias aéreas pela
fosforilagdo mediada por PKA (proteinas quinases dependentes de cAMP)
(Sadoshima et al., 1988; Kume et al., 1989), bem como diretamente pela proteina G

(Scornik et al., 1993).

Subunidade 31 Subunidade a

Extracelular
@

Intracelular

Esquema 3: A: Estrutura das subunidades a e  dos canais BKca. A subunidade 3
(representada por 1) consiste de 2 dominios transmembrana e a subunidade a de 11
dominios hidrofébicos (S0-510), com S0-56 localizado na membrana citoplasmaética e
a regido do poro entre S5 e S6. B: Associacdo de quatro subunidades a e quatro
subunidades P1 dos canais BKca. N, amino terminal; C, carboxi terminal; P, regido do
poro. Adaptado de Physiology. 2006, 21:69-78.

Outra classe de canais Kca compreende os canais de potdssio sensiveis ao
calcio de baixa condutancia (SKca) que apresentam condutancia de 2 a 24 pS e foram
primeiramente descritos no cérebro. Foram identificados pelo menos quatro

membros (SK1 - SK4), incluindo um canal Kca que foi previamente identificado em




eritrocitos e linfécitos como canal de potassio sensivel ao célcio de condutancia
intermediaria (IKca), que apresenta condutancia entre 25 a 100 pS. Entretanto, o IKca
é agora considerado o SK4 devido ao grande grau de similaridade aos outros canais
SKca. Diferente dos BKca, a abertura do poro dos canais SKca é independente do
potencial de membrana, mas estritamente dependente da concentracdo de calcio
intracelular. O padrdo de expressao desses canais também difere dos canais BKca (ver
tabela 1), e embora expressos em diversos tipos de musculo liso, os canais SKca nao
sdo expressos em células do musculo liso vascular. Entretanto, ndo se poderia deixar
de cita-los, j& que o endotélio vascular tem um importante papel na regulacdo do
tonus vasomotor através da liberacdo de vasoconstritores (endotelina) e através da
producao e liberagdo de NO, prostaciclina (PGI2) e o fator hiperpolarizante derivado
do endotélio (EDHF) (para revisao ver Ledoux et al., 2006).

Agentes farmacolégicos comumente utilizados para inibir a atividade dos

canais BKca incluem tetraetilamoénio (TEA), paxiline, caribdotoxina e iberiotoxina.

1.1.5.2. Canais de potassio dependentes de voltagem (Kv)

Os canais de potéssio dependentes de voltagem do musculo liso vascular sdo
ativados pela despolarizacdo da membrana. Sdo canais importantes na fase de
repolarizacdo do potencial de acdo de muitas células excitaveis. Entretanto, muitas
células do musculo liso arterial ndo geram potenciais de acdo, mas respondem aos
estimulos com mudancgas no potencial de membrana. Assim, os canais Ky atuam
principalmente limitando a despolarizacao da membrana nessas artérias em resposta
a pressao intravascular ou a agdo de vasoconstritores (Nelson e Quayle, 1995).

Diversas familias de Kv foram identificadas (Roberds et al., 1993) e algumas
sdo expressas nas células do musculo liso vascular renal (Gelband e Hume, 1992),
mesentérico (Smirnov e Aaronson, 1992), cerebral (Bonnet et al., 1991), coronario
(Ishikawa et al., 1993; LeBlanc et al., 1994) e leito pulmonar (Clapp e Gurney, 1991).

Cada canal é composto de quatro subunidades, sendo que cada subunidade
possui seis regides hidrofébicas (S1-S6), que formam o dominio transmembrana;
essas regides hidrofdbicas sdo ligadas por seqiiéncias de aminoacidos hidrofilicos, os
quais sdo expostos no espago intra- ou extracelular. Cada subunidade contém um

dominio carboxi- e amino-terminal citoplasmatico. A regido S4 é carregada, contendo



um aminodcido basico (lisina ou arginina) a cada trés residuos, sendo essa regiao um
importante componente do sensor de voltagem do canal (Esquema 4). A via de
permeacdo do canal é formada, em parte, pela regido de ligacdo das seqiiéncias

transmembrana S5 e S6 e é chamada de H5 ou regido do poro (Jan e Jan, 1992).

Extracelular

Intracelular

Esquema 4: Estrutura da subunidade dos canais Ky. A subunidade consiste de 6
regides hidrofébicas (S1-56) localizadas na membrana citoplasmatica e a regido do
poro localiza-se entre S5 e S6 (H5). N, amino terminal; C, carboxi terminal. Adaptado
de Am ] Physiol. 1995; 268:C799-822.

O inibidor mais seletivo de canais Kv no musculo liso vascular é a 4-
aminopiridina (4-AP), que é utilizada para separar as correntes de Kv das correntes
de Kca, que também sdo ativadas pela despolarizagdo da membrana (Beech e Bolton,
1989a; Gelband e Hume, 1992; Ishikawa et al., 1993). A 4-AP causa despolarizagao e
contracdo arterial, sugerindo que héa atividade do canal em alguns vasos sanguineos
em condigdes basais (Robertson e Nelson, 1994; Sobey e Faraci, 1999). Outros agentes
que inibem canais Kv incluem a fenciclidina e quinidina (Beech e Bolton, 1989b). O
TEA também inibe canais Ky, embora em concentracdes muito superiores as
necessarias para inibir Kca (Beech e Bolton, 1989a; Ishikawa et al., 1993, Okabe et al.,
1987, Robertson e Nelson, 1994).

1.1.5.3. Canais de potassio de retificacao interna (Kir)

Esses canais sdo assim chamados por conduzirem correntes de K+ para o
interior da célula muito mais prontamente do que para o exterior. Esses canais sao
ativados pela hiperpolarizacdo da membrana, por valores mais negativos que o
potencial de equilibrio do potéssio, diferindo dos canais Kv e Kca, que sdo ativados
pela despolarizagdo da membrana.

Os canais Kir possuem dois dominios transmembrana (M1 e M2) e entre eles

hd uma regido altamente conservada (H5) que mergulha na membrana pelo lado



extracelular, e forma parte do poro do canal. As regides carboxi- e amino-terminais
estdo no lado intracelular da membrana (Esquema 5). Os canais Kir ndo possuem os
dominios transmembrana que equivalem ao S1 ao 5S4 que estdo presentes nos canais
Kyv. Algumas evidéncias apontam que, assim como os canais Ky, quatro subunidades
Kir se agregam para formam um canal funcional, e tanto homotetrameros como

heterotetrameros podem ser funcionais (Yang et al., 1995).

Extracelular

Intracelular

N

Esquema 5: Estrutura dos canais Kir. O canal possui dois dominios transmembrana
(M1 e M2) e a regido do poro (H5). N, amino terminal; C, carboxi terminal. Adaptado
de Am ] Physiol. 1995; 268:C799-822.

As proteinas que formam tanto o poro dos canais Kir quanto dos Karp
pertencem a mesma familia estrutural, a familia de canais de potéssio de retificacao
interna (Kir), porém pertencem a diferentes subfamilias. Seis subfamilias diferentes
sdo reconhecidas, denominadas Kir1.0 a Kir6.0 (para revisdao ver Quayle et al., 1997),
e em relacdo ao musculo liso, duas subfamilias sao de interesse: Kir2.0 e Kir6.0, sendo
que o ultimo forma, juntamente com proteinas receptoras de sulfoniluréias (SUR), os
canais Karp, que serdo abordados mais adiante.

No mdsculo liso arterial, foram identificados canais Kir apenas em arteriolas e
pequenas artérias. Embora a exata fun¢ao desses canais no musculo liso vascular nao
seja conhecida, ha basicamente, duas possibilidades. A primeira é que os canais Kir
contribuam para o potencial de repouso da membrana no musculo liso de vasos de
pequeno calibre. Estudos mostram que ha contragao de artérias cerebrais e coronérias
de pequeno calibre em resposta ao Ba?*, um inibidor desses canais (Park et al., 2007a;
Park et al.,, 2007b). A segunda, é que a ativacdo dos canais Kix em resposta a
aumentos moderados de K+ extracelular pode causar vasodilatagcdo. Essa hipotese

vem do fato de que a vasodilatagdo pode ser prevenida por Ba?* mas ndo pela



retirada do endotélio ou por inibidores de outros canais de potéssio (Chrissobolis et
al., 2000; Park et al., 2007Db).

A quantidade de trabalhos sobre os canais Kir no musculo liso é bastante
escassa. O Ba2?* bloqueia os canais Kir de células do musculo liso vascular, e embora
seja menos efetivo, também bloqueia Karp, Kv e Kca. A falta de bloqueadores
seletivos para canais Kir torna os estudos sobre esses canais muito dificeis, embora as
suas fungdes nas células do musculo liso vascular parecam ser de qualquer forma,

mais limitadas do que os demais canais (Quayle et al., 1997).

1.1.5.4. Canais de potassio sensiveis ao ATP (Kartp)

Os canais Karp foram assim chamados devido a sensibilidade ao ATP
intracelular, que os fecha. Em contraste, difosfatos de nucleotideos (NDP) como
adenosina difosfato (ADP) ativam o canal. Assim, a razdo ATP/NDP é um dos
fatores determinantes para a atividade do canal. Durante o estresse metabolico, os
niveis de ATP caem e os de ADP aumentam, promovendo abertura substancial
desses canais nessas condicdes. Além do metabolismo celular, os canais sdo
regulados por outros fatores como quinases, fosfatases e proteinas G (para revisao,
ver Buckley et al., 2006).

Os canais Katp sao um complexo de pelo menos duas proteinas, o receptor de
sulfoniluréias (SUR; ver esquema 6) associado a uma subunidade formadora do poro
que pertence a familia Kir6.0 (ver item 1.1.5.3). A estequiometria do canal consiste de
um tetramero de subunidades Kir6.0 (principalmente Kir6.1 e Kir6.2), que forma o
poro do canal, rodeada de quatro proteinas SUR. Para formar um canal funcional,
ambas as subunidades SUR e Kir6.1 ou Kir6.2 sdo essenciais, ja que nenhum canal é
formado quando essas proteinas sdo expressas sozinhas. Sdo as subunidades SUR
que conferem ao canal sensibilidade as sulfoniluréias e aos abridores do canal, como
o diazéxido, e uma vez que essas subunidades possuem o dominio de ligacao de

nucleotideos, elas também conferem sensibilidade ao ATP (Standen, 1997).



SUR1 Kir6.2

Extracelular

Intracelular

Esquema 6: Estrutura dos canais Katp. A esquerda estd representado o receptor de
sulfoniluréias (SUR1) que possui 13 (9 + 4) segmentos transmembrana juntamente
com 2 dominios de ligagdo de nucleotideos intracelulares chamados a e b. A
subunidade Kir (representado por Kir6.2), a direita, também forma o canal (ver
esquema 4 para detalhes). Adaptado de Journal of Physiology (1997), 498:1.

Diferentes combinag¢des das subunidades formadoras do poro (Kir) e SUR
conferem caracteristicas especificas de cada tecido. Por exemplo, os canais Karp do
musculo liso vascular (Kir6.1/SUR2B) sao relativamente insensiveis ao ATP,
entretanto sao ativados por NDPs. Kir6.2 juntamente com SUR1 formam o canal Karp
das células p do pancreas (Rodrigo e Standen, 2005). A Tabela 2 ilustra algumas
combinacdes e fungdes dos canais Karp em alguns tecidos.

O papel melhor caracterizado dos canais Karp é o controle da liberagdo de
insulina das células B pancredticas. Durante o jejum, os canais sdo mantidos abertos
em decorréncia dos baixos niveis de glicose sanguinea. Ap6s o desjejum, os niveis de
glicose aumentam elevando o ATP intracelular, resultando em fechamento dos
canais Katp e despolarizagdo da membrana das células B. Isso por sua vez, abre
canais de calcio dependentes de voltagem permitindo que o calcio entre na célula, o
que leva a exocitose de granulos que contem insulina e, portanto, estimula a
liberagado de insulina (Seino e Miki, 2003).

No musculo liso vascular, a principal funcdo dos canais é a manutencao do
potencial de repouso da membrana e do fluxo sanguineo local. Os canais influenciam
o tonus vascular ja que uma pequena despolarizacdo é capaz de gerar grandes
mudangas no influxo de calcio através dos canais de calcio dependentes de voltagem.

Isso promove a contragao das células do musculo liso vascular (ver Esquema 1).



TABELA 2: Membros do grupo de canais Karp

Subunidades Localizagdo Principal Fungio
Kir6.2/SUR1 Células do pancreas  Liberacdo de insulina
Kir6.2/SUR2A Cardiomidcitos Baixa probabilidade de abertura em estado

tisiol6gico normal

Kir6.2/SUR2B Misculo liso Modulacgao da contragdo no célon, bexiga
e vias aéreas

Kir6.1/SUR2B Misculo liso Potencial de repouso da membrana

vascular

E bem estabelecido que substincias vasoativas modulam a atividade dos
canais Karp. Vasodilatadores que aumentam o cAMP , como adenosina e
prostaciclina, ativam os canais Karp e produzem relaxamento e hipotensao (Rodrigo
e Standen, 2005; Quayle et al., 1997). Agentes que aumentam o cGMP também
podem ativar os canais Katp no musculo liso vascular (revisado em Quayle et al.,
1997) e em cardiomidcitos (Han et al., 2002), o que envolve PKG. Por outro lado,
vasoconstritores como noradrenalina, vasopressina, endotelina e angiotensina II,
inibem os canais Karp via ativagdo de PKC e aumento da sintese de ATP (Rodrigo e
Standen, 2005; Quayle et al., 1997).

Os canais Karr do musculo liso sdo inibidos pelas sulfoniluréias como
glibenclamida e tolbutamida, e por Ba?*(Ashcroft e Ashcroft, 1990; Clapp e Gurney,
1991; Dart e Standen, 1993). Ndo sao bloqueados por inibidores dos canais Kca, como
caribdotoxina e iberiotoxina, e sdo relativamente insensiveis ao TEA (Nelson et al.,
1990). Abridores dos canais Karp incluem compostos que foram utilizados como anti-
hipertensivos, como o sulfato de minoxidil e o diazéxido, e outras drogas como
pinacidil, nicorandil e cromakalim. A agdo de todos esses vasodilatadores é

bloqueada pela glibenclamida (Standen et al., 1989).

1.1.6. Papel dos canais de potassio na sepse
Alteracoes na funcao dos canais de K+ do mtsculo liso estdo envolvidas em
condi¢cdes patoldgicas da vasculatura, como alteracdes da reatividade vascular que

ocorrem na hipertensao, no diabetes, na aterosclerose (Sobey, 2001), além de estar



implicado na hipotensdo e hiporeatividade a vasoconstritores que ocorre durante o
choque endotéxico (Ledoux et al., 2006).

As primeiras evidéncias ligando canais de potéssio e sepse foram descritas em
um artigo mostrando que um bloqueador de Karp restaurou a pressdo arterial em
cdes com acidose lactica induzida por LPS (Landry e Oliver, 1992). Sabe-se que o NO
pode abrir canais BKca (Williams et al., 1988; Fujino et al., 1991), um efeito que pode
ser mediado por cGMP produzido pela estimulacdo da guanilato ciclase (Hall et al.,
1996; Wu et al., 1998, Robertson et al., 1993; Archer et al., 1994) ou diretamente pelo
NO (Bolotina et al., 1994). A via NO/cGMP também pode ativar canais Kv em alguns
vasos sanguineos (Yuan et al., 1996).

Aortas de rato incubadas com LPS ou obtidas de animais injetados com LPS
mostram uma caracteristica perda de resposta a agentes vasoconstritores, a qual é
atribuida a ativacao de canais de potassio dependentes de calcio (Kca) pelo NO (Hall
et al., 1996; Chen et al., 2000b; Terluk et al., 2000). O envolvimento de canais de
potassio ativados pelo NO (principalmente Katp e Kca) também foi mostrado na
hipotensdo e na hiporeatividade vascular causada pelo LPS em ratos (Chen et al.,
1999; Gardiner et al., 1999; Silva-Santos et al., 2002) e na diminui¢do do potencial de
agdo cardiaco em cobaias (Chen et al.,, 2000a). A relevancia de canais Karp nas
alteracOes vasculares causadas pelo LPS foram confirmadas em suinos (Vanelli et al.,
1997) e em ratos (Sorrentino et al., 1999). Pelo menos alguns dos efeitos causados pelo
LPS no sistema vascular sdo relacionados ao aumento da expressdo de genes que
codificam canais de potéssio (Sorrentino et al., 1999, Czaika et al., 2000).

Dados prévios do nosso laboratério indicam que a hiporeatividade a agentes
vasoconstritores dependente de NO persiste por longos periodos de tempo, mesmo
quando a atividade da NOS-2 ja desapareceu (ver item 1.1.4) (Silva-Santos e Assreuy,
1999; Terluk et al.,, 2000). Assim, os efeitos vasculares duradouros podem ser
resultantes de uma complexa interacdo entre os canais de potassio e o 6xido nitrico
(Silva-Santos et al., 2002).

Uma recente publicacdo mostrou que a vasodilatagdo induzida pela ativagao
de canais Karp estd relacionada a uma importante reducdo das respostas
vasoconstritoras em humanos ndo-sépticos a noradrenalina. De acordo com os

autores do trabalho, os dados indicam que a ativacdo de canais Karp pode ser um dos



responsaveis pela hiporeatividade a noradrenalina em pacientes sépticos (Pickkers et
al., 2004).

Tanto a expressdo como a funcionalidade de alguns subtipos de canais de
potéassio pode ser modificada apds um estimulo inflamatério (Autieri et al., 1997;
Czaika et al., 2000; Rus et al., 2005). Estes dados permitem especular que estas
alteracdes também podem acontecer durante a sepse/choque séptico, e estes efeitos
podem inclusive ser modulados pelo préprio NO. Ainda, ndo s6 o NO é capaz de
modular a atividade dos canais de potassio, como estes parecem ter importante papel
na sinalizacao da expressao da NOS-2 e conseqiiente producdao de NO. Os canais de
potassio parecem ter um importante papel na sinalizagdo intracelular de cascatas
inflamatorias. Por exemplo, a liberagdo de TNF-a por macréfagos é dependente do
potencial de membrana (Haslberger et al., 1992) e pode ser inibida por bloqueadores
de canais de potassio (Maruyama et al., 1994; Blunck et al., 2001; Seydel et al., 2001).
Além disso, ja foi demonstrado que o efluxo de potédssio tem um importante papel na
sintese de IL-1p em mondcitos estimulados por LPS (Walev et al., 1995), bem como
na expressdao da NOS-2 e produgao de NO (Lowry et al., 1998; Wu et al., 1998).

Dessa forma, observamos que os dados da literatura sdao vastos e ilustram o
envolvimento de diferentes tipos de canais de K+ nas alteragdes vasculares que
ocorrem na sepse. Entretanto, faltam dados sobre as conseqiiéncias e/ou beneficios
sobre um possivel tratamento com inibidores desses canais, além de controvérsias a

respeito do subtipo de canal de potassio envolvido nessas alteragoes.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Considerando que os canais de potéssio tém papel central em varias alteracoes
hemodindmicas induzidas pelo NO durante a sepse, e ainda, que os canais de
potassio podem estar envolvidos na sinalizagdo da expressio da NOS-2, e
conseqiientemente da producdo de NO, este trabalho objetiva uma melhor
compreensao das conseqiiéncias de possiveis tratamentos com bloqueadores de
diferentes subtipos de canais de potdssio em um modelo de sepse experimental em

ratos.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar as conseqiiéncias do tratamento com bloqueadores de canais Kca, Kv e Katp
na sobrevida de animais apds a indugao da sepse;

- Avaliar o envolvimento de canais de potassio em alteracdes hemodinamicas,
inflamatorias e de dano tecidual em animais sépticos;

- Estudar o padrdo de expressdo da NOS-2 e produgao de NO apos o tratamento de

animais sépticos com bloqueadores de canais de potassio.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (fémeas), de 2,5 a 3 meses, pesando entre 200-
300 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2° C) e ciclo
de claro/escuro (12/12 h) controlados automaticamente. Os animais tiveram livre
acesso a alimentacao e dgua até o momento do experimento. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA/UFSC) e estdo
de acordo com as Diretrizes de Cuidados com Animais de Laboratério dos Institutos

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

3.2. Procedimentos experimentais
3.2.1. Inducao da sepse: modelo de ligadura e perfuragao do ceco (CLP)

Os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina (90/15 mg/kg, i.p.).
Em seguida foram submetidos a uma laparotomia com incisdo de aproximadamente
2 cm e subseqiiente exposicao e ligadura ndo-obstrutiva do ceco. O ceco dos animais
foi exposto e perfurado 20 vezes com agulhas 18G, seguido de leve compressdo para
assegurar a saida de contetido intestinal. Ap6s a perfuracdo do ceco o intestino foi
recolocado na cavidade abdominal, e a musculatura e a pele do animal foram
suturadas. Os animais receberam 2 ml de salina s.c. para reposicdo fluidica (Benjamin
et al., 2000) e foram mantidos em ambiente aquecido até a recuperacdo da anestesia
(60 a 120 minutos). Os animais controles foram submetidos aos mesmos
procedimentos cirtrgicos ndo sofrendo, contudo, ligadura e perfuracées no ceco

(animais falso-operados ou Sham).

3.2.2. Avaliacao da sobrevida dos animais

A avaliacdo da sobrevida dos animais Sham ou CLP foi acompanhada a cada
12 horas, durante 72 horas. Neste periodo, os animais foram mantidos em local com
temperatura (22 + 2° C) e ciclo de luz claro/escuro (12/12 h) controlado

automaticamente, com livre acesso a racdo e agua.



3.2.3. Avaliacao da pressao arterial em ratos

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

Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados em dectbito dorsal
sobre uma mesa cirargica aquecida (temperatura de 37 °C). Em todos os
experimentos, a veia femoral esquerda foi dissecada para a insercdo de uma agulha
acoplada a uma canula de polietileno (PE 50) e seringa. Esse acesso venoso foi
utilizado como via de administragdo para muitos dos compostos. Imediatamente
apods a canulacdo da veia femoral, 30 Ul de heparina sédica, diluida em 100 pl de
solugdo salina tamponada com fosfato, segundo a formulacdo de Dulbecco (PBS,
composicao em mM: NaCl 137, KCl 2,7, KH2PO4 1,5, NaHPO4 8,1; pH 7,4), foi
injetada pela via intravenosa para prevenir a formacdo de codgulos e a obstrucao das
canulas. Para facilitar a respiragdo espontanea, todos os animais foram submetidos a
traqueotomia. Na seqiiéncia, a artéria carétida esquerda foi localizada e, de forma
cuidadosa e rdpida, separada do nervo vago e tecidos adjacentes. O fluxo sanguineo
da artéria carétida foi interrompido na extremidade distal ao coracdo através da
ligadura com fio de sutura, enquanto o fluxo da extremidade proximal foi
temporariamente suprimido por compressdao com uma pinga curva. Um pequeno
corte foi realizado na regido medial da porcdo da artéria cardtida clampeada,
servindo como via de insercdo de um catéter de polietileno (Angiocath®, niimero 19),
devidamente heparinizado. Este cateter foi firmemente amarrado na artéria e
conectado ao transdutor de pressao (Mikro-Tip®, Millar Instruments, Inc., Huston,
Texas, USA) conectado a um equipamento de analise de pressado arterial Powerlab

8/30 (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill, Australia). Os valores de pressao arterial



média (PAM; em mmHg) e da freqtiéncia cardiaca (em batimentos por minuto, bpm)
foram registrados em um computador (sistema operacional Windows XP®,
Microsoft Corporation, EUA) por um software de integracdo (Chart 5®) do
fabricante.

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

O agente vasoativo estudado foi o agonista seletivo al-adrenérgico, a
fenilefrina, a qual foi dissolvida em PBS e administrada lentamente (volume final de
50 pl). Imediatamente apds, mais 150 pl de PBS foram injetados para garantir que
nenhum residuo da droga em uso permanecesse na canula de polietileno. A injecao
lenta de 200 ul de PBS, por si s6, ndo foi capaz de alterar a pressao arterial média, o
que nos garantiu que os efeitos observados foram resultados das agdes das drogas
administradas. A reatividade vascular foi avaliada através da injecdo de trés doses
crescentes. A elevagdo da pressao arterial média iniciava-se imediatamente apds a
administracdo do composto vasoativo, perdurando por periodos entre 10 segundos a
4 minutos, sendo o pico do efeito observado sempre ao longo do primeiro minuto.

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

administracdo intravenosa de xilocaina.

3.2.4. Coleta de sangue e de 6rgaos

Para coleta das amostras de sangue e de 6rgaos os animais foram anestesiados
com uma mistura de cetamina (90 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), injetada pela via
intraperitoneal. Adicionalmente, cada animal recebeu 30 UI de heparina pela mesma
via. Ap6s abertura da cavidade toracica, aproximadamente 2 ml de sangue foram
coletados por puncao cardiaca em tubo contendo heparina, 5 Ul /ml de sangue. Parte
do sangue coletado foi utilizada para algumas determinacdes e o restante
centrifugado por 10 minutos a 3.000 g para separacdo do plasma. Amostras de
pulmdo e de musculo esquelético da coxa dos animais foram coletados para serem

utilizados nos ensaios de mieloperoxidase e Western blotting. O plasma e os tecidos



coletados foram imediatamente congelados e armazenados em freezer -80° C até o

momento das andlises, por um periodo nunca superior a 2 semanas.

3.2.5. Dosagens plasmaticas
3.2.5.1. Dosagem de nitrato e nitrito (NOx)

A metodologia utilizada para a dosagem dos valores de NOx j& foi descrita
detalhadamente (Granger et al., 1990). Os niveis de NO foram quantificados
mensurando-se a soma das concentra¢des de nitrato + nitrito, utilizando o reagente
de Griess (1% de sulfanilamida em 10% de acido fosférico/0,1% de alfa-naftil-
etilenodiamina em &gua de Milli-Q). Apdés a conversdo enzimatica do nitrato a
nitrito, a adicdo do reagente de Griess produz cor lilas (leitura em 540 nm). O plasma
foi diluido 1:1 com agua Milli-Q e desproteinizado pela adicdo de sulfato de zinco
(2%). Para a conversao do nitrato para nitrito, as amostras foram incubadas a 37° C
durante 2 horas, em presenga da nitrato redutase expressa em Escherichia coli
cultivada em anaerobiose. Apdés o periodo de incubacdo, as amostras foram
centrifugadas para a remocdo das bactérias, e 100 pl do sobrenadante misturados
com o mesmo volume de reagente de Griess em placas de 96 pocos para leitura a 540
nm num leitor de microplacas (Ultra microplate reader EL 808, Biot-Tek Instruments,
INC., EUA). Curvas-padrdao de nitrito e nitrato (0 a 150 uM) foram realizadas
simultaneamente. Como nestas condi¢des a conversdao de nitrato para nitrito foi
sempre maior que 90%, ndo foram realizadas correcdes dos resultados. Finalmente,
por meio de regressdo linear, os valores foram expressos como pM de NOx (nitrato e

nitrito).

3.2.5.2. Dosagem de uréia

A uréia constitui uma indicagdo do estado da fungdo renal (Jacobs et al., 1996).
A dosagem de uréia no plasma foi determinada através do kit Bioclin (K047, Belo
Horizonte, MG). A uréia é hidrolisada pela enzima urease, com formacdo de ions
amonio (NHs*) e diéxido de carbono (COz). Em pH alcalino, a amonia origina um
composto esverdeado, cuja intensidade de cor é proporcional a concentracao de uréia
na amostra analisada. Utilizou-se 1 ul de amostra para um volume final de reacdo de

200 pl. As dosagens foram realizadas em placas de leitura de 96 pocos e registradas



por absorbancia a 630 nm em um leitor de microplacas (Ultra microplate reader EL
808, Biot-Tek Instruments, INC., EUA). Os valores foram calculados com base em um

fator de calibracdo e expressos em mg/dL de uréia.

3.2.5.3. Dosagem de creatinina

A creatinina é produzida e excretada em um ritmo constante e é considerada
um marcador mais confiavel de dano renal (Jacobs et al., 1996). A determinagdo da
concentracdo de creatinina nas amostras de plasma foi realizada 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 (absorbéancia a 490 nm). Com adi¢do 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. Por diferenca
entre as leituras obtidas no pH alcalino e no pH acido obtém-se o valor real da
concentracao de creatinina nas amostras. A reacdo utilizou 20 pul de amostra para um
volume final de 200 pl, e foi feita em placas de leitura de 96 pocos em um leitor de
microplacas (Ultra microplate reader EL 808, Biot-Tek Instruments, INC., EUA). Os

valores foram calculados com base em um fator de calibragao e expressos em mg/dL

de creatinina.

3.2.5.4. Dosagem de lactato

Lactato é o produto final da glicélise anaerdbia e é utilizado como indicador
do estado de oxigenacdo em tecidos celulares (Jacobs et al., 1996). O lactato
plasmatico foi determinado através do kit Bioclin (K084, Belo Horizonte, MG) pelo
método UV enzimatico. O principio dessa mensuragdo consiste na conversao do
lactato a piruvato pela agdo da lactato desidrogenase, ocorrendo consumo de NAD+
com formacdo estequiométrica de NADH. A absorbancia do NADH produzido é
proporcional a concentragao de lactato na amostra. Foram utilizados 2 pul de amostra
de plasma para um volume final de 200 pl. A absorbancia foi detectada por U.V. em
340 nm em espectrofotometro. Os valores foram calculados com base em um fator de

calibragdo e expressos em mg/dL de lactato.



3.2.5.5. Dosagem da enzima transaminase oxalacética (TGO)

A atividade da TGO plasmatica foi mensurada pelo uso do kit Bioclin (K034,
Belo Horizonte, MG) e usada com indice de dano hepatico (Jacobs et al., 1996). A
transaminase catalisa a transferéncia do grupamento amino do aspartato para o
cetoglutarato com formacdo de glutamato e oxalacetato. O oxalacetato reage com a
dinitrofenilhidrazina formando a hidrazona que adquire coloracdo maxima quando
em meio alcalino. A coloragdo é diretamente proporcional a atividade enzimatica da
amostra. Foram utilizados 8 pl de amostra para um volume final de reacao de 200 pl.
As dosagens foram realizadas em placas de 96 pocos para leitura da absorbancia a
490 nm em um leitor de placas (Ultra microplate reader EL 808, Biot-Tek
Instruments, INC., EUA). Os valores foram calculados com base em um fator de

calibracao e expressos em U/mL de TGO.

3.2.5.6. Dosagem da enzima transaminase piravica (TGP)

Esta enzima também foi utilizada como indice de dano hepatico (Jacobs et al.,
1996). A reacdo da enzima com seu substrato tem como resultado a geracdo de
piruvato, que reage formando um composto de cor. Em pH alcalino, a intensidade de
coloracdo formada é diretamente proporcional a quantidade de piruvato, que por sua
vez é funcdo da atividade enzimaética. Utilizou-se 4 pl de amostra para um volume
final de reacdo de 200 pl. As dosagens foram realizadas em placas de 96 pocos para
leitura da absorbancia a 490 nm em um leitor de placas (Ultra microplate reader EL
808, Biot-Tek Instruments, INC., EUA). Os valores foram calculados com base em um

fator de calibragao e expressos em U/mL de TGP.

3.2.5.7. Dosagem de ions sédio e potassio
A dosagem do sédio e potéssio foi realizada pelo método de ISE (Eletrodo ion
seletivo) pelo sistema de quimica clinica Dimension®XL (Dade Behring, Newark,

USA). Os valores foram expressos em mEq/L.

3.2.6. Dosagem de glicose
A glicose foi mensurada eletroquimicamente por meio do sistema de

monitoramento da glicemia TrackEASE Smart System (Home Diagnostics, Inc.; Fort



Lauderdale, Florida, USA). Foi utilizada uma gota de sangue da cauda dos animais, e

os resultados foram obtidos em mg/dL.

3.2.7. Contagem total de leucdcitos
A amostra de sangue total foi diluida em liquido de Tiirk numa proporcao de
1:40. Em seguida, a contagem de células foi feita em cdmara de Neubauer. O ntimero

de leucdcitos foi expresso como células x 103/ mm3.

3.2.8. Dosagem da enzima mieloperoxidase (MPO) em pulmao

O recrutamento de neutréfilos para o pulmao foi quantificado indiretamente
através da medida da atividade enzimatica da MPO (Mullane et al., 1985). Os 6rgaos
foram homogeneizados em solugdo de tampao fosfato de sédio (80 mM; pH 5,4)
contendo brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB; 0,5 %, p/v). O homogenato
resultante foi entdo centrifugado (20 min, 10.000g, 4°C) e o sobrenadante foi utilizado
para o ensaio de determinacdo da atividade da enzima MPO. Para o ensaio
enzimatico foi utilizada uma aliquota de 25 pL do sobrenadante. A reagdo enzimatica
foi desenvolvida na presenca de tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H20O2 0,5 mM (em
solucdo tampao fosfato 80 mM; pH 5,4) por 3 minutos em um volume final de 200 uL.
A reacao foi interrompida com HxSO4 1IM. A absorbéncia foi medida em um leitor de
placas a 490 nm (Ultra microplate reader EL 808, Biot-Tek Instruments, INC., EUA).
A quantidade de proteina total foi estimada pelo método de Bradford (Bradford,
1976) e os valores foram apresentados na forma de unidades de densidade 6ptica

(D.O.)/mg de proteina.

3.2.9. Imunoeletroforese (Western Blotting)
3.2.9.1. Preparacao de amostras

Amostras de pulmao e miusculo esquelético foram homogeneizados em
tampao mantido a 4°C, composto por Hepes 50 mM, MgCl> 1 mM, EDTA 10 mM e
Triton X-100 1%, pH 6,4. No momento da homogeneiza¢do foram adicionados ao
tampdo os seguintes inibidores de proteases: aprotinina 2 pg/ml, leupeptina 10
png/ml, inibidor de tripsina do feijdo de soja (SBTI) 10 ng/ml e PMSF 1 mM. Os

homogenatos foram centrifugados a 4°C por 40 minutos, 14.000 g. Apés a



centrifugacao, foi coletado o sobrenadante de cada amostra e deste foi separada uma
aliquota para dosagem de proteinas. Ao restante do sobrenadante, foi adicionado 1/5
do volume da amostra de tampdo de amostra 5X concentrado (glicerol 25%,
mercaptoetanol 14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCl pH 7,5, 60 mM e SDS
2%). As amostras foram fervidas por 5 minutos e permaneceram armazenadas a -
20°C até o momento do uso. A concentracdo de proteinas de cada amostra foi

determinada através do método de Bradford (Bradford, 1976).

3.2.9.2. Separacao de proteinas e imunodeteccao

As proteinas (75 ng/poco) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Foi utilizado um gel
de separacdo (acrilamida 8%, bis-acrilamida 0,2%, Tris 375 mM, SDS 0,1%, TEMED
0,06% e persulfato de amonia 0,04%; pH 8,8) e um gel de entrada (acrilamida 4%, bis-
acrilamida 0,09%, Tris 125 mM, SDS 0,1%, TEMED 0,08% e persulfato de amodnia
0,03%; pH 6,8). A eletroforese foi realizada a 4°C com corrente maxima de 25 mA por
placa e voltagem fixa de 140 V, por aproximadamente 2 horas e trinta minutos,
utilizando-se tampao de corrida composto de glicina 192 mM, Tris 12,5 mM e SDS
1%, numa cuba (Amersham, Buckinghamshire, UK). Apé6s a eletroforese, os géis
foram equilibrados por 15 minutos sob agitagdo em tampao de eletrotransferéncia
(Tris 48 mM, glicina 39 mM, pH 8,3). Membranas de polifluoreto de vinilideno
(PVDF) foram imersas em metanol 100%, lavadas com 4gua destilada e também
mantidas em tampao de transferéncia. As proteinas foram transferidas do gel para a
membrana num aparato de eletrotransferéncia (sistema semi-dry, Amersham,
Buckinghamshire, UK), no sentido do pélo negativo para o positivo, a uma corrente
constante de 0,8 mA/cm? de membrana e voltagem maxima de 15 V. Em seguida as
membranas foram coradas (vermelho de Ponceau 0,2%, acido tricloroacético 3%)
para visualiza¢do das proteinas. Ap6és lavagens em PBS/Tween (NaCl 137 mM, KCI
2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 20 mM, Tween-20 0,05%) para a retirada do
excesso do corante, iniciou-se o bloqueio de sitios nao-ocupados nas membranas.
Para tanto, foi feita uma incubagao com PBS contendo leite desnatado 5% por 1 hora
a temperatura ambiente e, apds lavagens em PBS/Tween, outra incubagdo de 1 hora

em PBS contendo gelatina 2%. Em seguida as membranas foram novamente lavadas



e entdo incubadas com anticorpos especificos anti-NOS-2 (1:1000; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) ou anti-actina (1:1000; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) durante a noite a 4°C. Ao término do periodo
de incubacdo e lavagem com PBS/Tween, as amostras foram incubadas com o
anticorpo secundario anti-IgG ligado a biotina (Amershan, diluicdo 1:1000 em
PBS/Tween). A seguir, a membrana foi novamente lavada com PBS/Tween e
incubada com estreptavidina conjugada com peroxidase (Amersham, diluigdo 1:1000
em PBS/Tween) por 1 h em temperatura ambiente. O excesso de anticorpo foi
retirado através de lavagens em PBS/Tween e PBS para entdo realizar-se a revelagao
através de kit de quimiluminescéncia (ECL-Amersham®, Buckinghamshire, UK). As
medidas de imunocontetido das proteinas de interesse foram determinadas por

densitometria das bandas, através do programa Scion Image®.

3.2.10. Quantifica¢ao de unidades formadoras de colénias (UFC) de bactérias
3.2.10.1. Determinagao do namero de bactérias no sangue

A quantificacdo de bactérias no sangue foi realizada 24 horas ap6s a cirurgia
de CLP. Os animais foram anestesiados e 1,5 mL de sangue foram obtidos conforme
descrito no item 3.2.4., no qual foram adicionadas 5 Ul de heparina sédica. Foi
semeado 10 pL de sangue total ou na diluicdo 1:10 em PBS estéril, em placas de Petri
contendo meio agar Mueller-Hinton. Todo o procedimento foi feito sob condicdes
estéreis. Apds a semeadura, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h e contado o
namero de coldnias, que foi expresso como log de unidades formadoras de colonias

por ml de sangue (log de UFC/mL).

3.2.10.2. Determinacdo do nimero de bactérias no lavado peritoneal

Vinte e quatro horas apo6s a cirurgia de CLP, os animais foram sacrificados e o
abdome foi desinfetado com 4lcool 70% e um pedaco da pele foi retirado sem
lesionar o musculo. Foram injetados 3 mL de PBS estéril na cavidade peritoneal, a
qual foi massageada por 1 minuto e entdo o lavado foi obtido por aspiracdo. O
lavado foi diluido (1:100 e 1:1000) em PBS estéril e 10 pL da solucdo foi semeada em
placas de Petri contendo meio 4gar Mueller-Hinton. Todo o procedimento foi feito

sob condigdes estéreis. Apds a semeadura, as placas foram incubadas por 24 h a 37°C



e contado o nimero de coldnias, que foi expresso como log de unidades formadoras

de colonias por cavidade (log de UFC/cavidade).

3.3. Protocolos experimentais
3.3.1. Avaliacao dos efeitos de bloqueadores de canais de potassio na sobrevida de
animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracao do ceco (CLP)

Os animais receberam glibenclamida (GLB, bloqueador de canal de potassio
ATP-dependente; 1 ou 20 mg/kg, s.c.), 4-aminopiridina (4-AP, bloqueador de canal
de potassio voltagem-dependente; 10 ou 100 pg/kg, s.c.) ou tetraetilamoénio (TEA,
bloqueador ndo-seletivo de canais potassio; 8 ou 16 mg/kg, s.c.) 4 h ou 18h apés o
procedimento cirargico de CLP. O grupo CLP utilizado como controle recebeu
veiculo no mesmo tempo (4 h ou 18 h ap6és a CLP). Os animais falso-operados (Sham)
foram divididos em dois grupos, a metade dos animais recebeu GLB, 4-AP ou TEA
na maior dose e a outra metade recebeu apenas veiculo no tempo de 4 horas. A GLB
foi dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO) e foi injetada em um volume que nao
ultrapassou 0,5 ml/kg. O TEA e a 4-AP foram dissolvidos em PBS. As doses foram
baseadas em trabalhos prévios do nosso laboratério (Silva-Santos e Assreuy, 1999;
Silva-Santos et al., 2002), bem como em outros trabalhos (Sorrentino et al., 1999). A

sobrevida foi avaliada ao longo de 72 horas.

Tetractilamdnio (TEA; 8 ou 16 mgfkg)
Glibenclamida (GLB; 1 ou 20 mg/kg)

4-aminopiridina (4AP; 0,01 ou 0,1 mg/kg)

AVALIACAO DA SOBREVIDA
CRURGIA | | eessssssssssssssssssssssssssss-- 1

Tempo (horas)



3.3.2. Avaliacdo do efeito de bloqueadores de canais de potassio em parametros
hemodinidmicos, inflamatdérios e marcadores de dano tecidual em animais
submetidos a CLP

Os animais receberam tetraetilamonio (8 mg/kg, s.c.), glibenclamida (1
mg/kg, s.c.) ou veiculo 4 h ap6s o procedimento cirtrgico de CLP ou a falsa-cirurgia
(Sham). Vinte e quatro horas ap6s o procedimento cirtargico, isto é, 20 horas apds o
tratamento, os animais foram preparados para andlise da pressdo arterial média,
freqtiéncia cardiaca e resposta a fenilefrina como descrito no item 3.2.3. Apoés anélise
dos parametros hemodinamicos, os animais foram sacrificados, o sangue, o pulmao e

o musculo esquelético foram coletados para dosagens posteriores.

PARAMETROS
HEMODINAMICOS,
INFLAMATORIOSE

DE DANO DE ORGAOS

|
(e e —1) (o)

Tempo (horas)

CLP ou FALSA
CIRURGIA

3.3.3. Avaliacao do efeito de bloqueadores de canais de potassio na glicemia de
animais submetidos a CLP

Os animais submetidos ao procedimento de CLP tiveram a glicemia
mensurada em tempos determinados (0, 6, 12 e 24 h apés CLP). Os grupos de
animais receberam tetraetilamonio (8 mg/kg, s.c.), glibenclamida (1 mg/kg, s.c.) ou

veiculo 4 h ap6s o procedimento cirtrgico de CLP ou a falsa-cirurgia (Sham).

ANALISE DA GLICEMIA

CLP ou FALSA
CIRURGIA




3.4. Anilise estatistica

As analises estatisticas das curvas de sobrevida foram realizadas pelo teste de
log-rank. As diferencas entre as curvas representativas de cada grupo experimental
foram consideradas significativamente diferentes quando p < 0,05. Os demais
resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média. As anélises
estatisticas foram realizadas pela anélise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias
seguida pelo teste t de Bonferroni. Em alguns grupos foi aplicado o teste t de Student
para amostras ndo-pareadas. Valores de p< 0,05 foram considerados significativos. A
andlise de variancia de duas vias foi feita utilizando-se o pacote estatistico Statistica®
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e os demais testes estatisticos foram realizados com o

programa GraphPad Prism® (San Diego, CA, USA).

3.5. Drogas e reagentes

As seguintes substancias foram utilizadas neste estudo: tetraetilamonio, 4-
aminopiridina, glibenclamida e fenilefrina (Sigma Chemical Company, Saint Louis,
MO, EUA); anticorpos anti-NOS2 e anti-actina (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA); cetamina (Parke-Davis, Sdo Paulo, SP, Brasil); xilazina (RonpumTM,
Bayer; Sao Paulo, SP, Brasil). A heparina foi gentilmente doada pela industria
farmacéutica Cristalia (Sdo Paulo, SP, Brazil). O restante dos sais e compostos foi
adquirido de companhias com comprovada certificagdo de qualidade. Os sais e
reagentes utilizados nos ensaios realizados foram dissolvidos em dgua destilada. Os
compostos utilizados para o tratamento de animais foram diluidos em PBS, com

excecdo da glibenclamida (diluida em DMSO).



4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao do efeito de bloqueadores de canais de potassio na sobrevida de

animais submetidos a cirurgia de perfuracao e ligadura do ceco (CLP)

Os animais submetidos a cirurgia de CLP, logo apds a recuperagdo da
anestesia, apresentaram piloeregéo, tremores, sangramento ocular, prostracao, atonia
muscular e diminuicao da movimentacao, sinais da instalagdo do quadro de sepse.

Ao final de 72 horas de andlise, nao houve sobreviventes no grupo CLP que
recebeu PBS (controle) (Figura 1, Painel A). A dose de tetraetilamoénio de 16 mg/kg
administrada 4 horas apés a cirurgia de CLP nao alterou a taxa de mortalidade
quando comparada ao grupo CLP. Por outro lado, no grupo dos animais que recebeu
a dose mais baixa de TEA (8 mg/kg) no tempo de 4 horas apds o CLP, a mortalidade
tinal foi de 50%, sendo significativamente menor quando comparada ao grupo CLP
(Figura 1, Painel A).Surpreendentemente, a glibenclamida, também administrada 4
horas apés o CLP, tanto na dose de 1 como de 20 mg/kg, aumentou a taxa de
mortalidade, causando 100% de morte em 60 e 48 horas respectivamente (Figura 1,
painel B).

A 4-aminopiridina nao alterou a mortalidade quando comparada ao grupo
CLP controle (Figura 1, Painel C). Por esta razdo, ndo foram realizados mais estudos
com esse bloqueador de canais de potédssio dependentes de voltagem.

Foram realizados estudos de sobrevida administrando os bloqueadores de
canais de potédssio 18 horas apés a cirurgia de CLP. Entretanto, nenhum dos
bloqueadores utilizados em nenhuma das doses estudadas alterou a sobrevida
quando comparado ao grupo CLP controle (Figura 2).

Dessa forma, os estudos subseqiientes foram realizados apenas com
tratamentos realizados 4 horas apds a cirurgia de inducdo de sepse (CLP), com a dose
de 8 mg/kg de tetraetilamonio (que promoveu aumento da sobrevida dos animais) e

com a dose de 1 mg/kg de glibenclamida.
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FIGURA 1: Efeito do tratamento com bloqueadores de canais de potassio 4 horas apds a
CLP na sobrevida de ratos. Painel A: Os animais submetidos ao CLP foram randomicamente
divididos para receber tetraetilamonio (TEA; 8 ou 16 mg/kg, s.c.; Painel A), glibenclamida
(GLB; 1 ou 20 mg/kg, s.c.; Painel B), 4-aminopiridina (4-AP; 10 ou 100 pg/kg, s.c.; Painel C)
ou veiculo (PBS) no tempo de 4 horas apdés o procedimento cirdrgico. Cada grupo
experimental foi comparado ao seu respectivo grupo CLP controle. O grupo Sham foi
submetido a anestesia e abertura do abdome, mas nao sofreu ligadura nem perfuracao do
ceco, e recebeu a dose mais elevada do bloqueador de canal de potassio pertinente ou
veiculo. Como nao houve diferenga entre os animais falso-operados, estes foram agrupados.
A sobrevida foi avaliada ao longo de 72 horas. (* p < 0,05 em relacdo ao grupo CLP;
comparados pelo teste log-rank, n = 20 para cada grupo CLP (veiculo, TEA, 4-AP, GLB), n =
5 para cada grupo Sham (veiculo, TEA, 4-AP, GLB).
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FIGURA 2: Efeito do tratamento com bloqueadores de canais de potassio 18 horas apés a
CLP na sobrevida de ratos. Painel A: Os animais submetidos ao CLP foram randomicamente
divididos para receber tetraetilamonio (TEA; 8 ou 16 mg/kg, s.c.; Painel A), glibenclamida
(GLB; 1 ou 20 mg/kg, s.c.; Painel B), 4-aminopiridina (4-AP; 10 ou 100 pg/kg, s.c.; Painel C)
ou veiculo (PBS) no tempo de 18 horas apdés o procedimento cirtrgico. Cada grupo
experimental foi comparado ao seu respectivo grupo CLP controle. O grupo Sham foi
submetido a anestesia e abertura do abdome, mas nao sofreu ligadura nem perfuracdo do
ceco, e recebeu a dose mais elevada do bloqueador de canal de potassio pertinente ou
veiculo. Como nao houve diferenga entre os animais falso-operados, estes foram agrupados.
A sobrevida foi avaliada ao longo de 72 horas. (* p < 0,05 em relagdo ao grupo CLP;
comparados pelo teste log-rank, n = 20 para cada grupo CLP (veiculo, TEA, 4-AP, GLB), n =
5 para cada grupo Sham (veiculo, TEA, 4-AP, GLB).



4.2. Efeito dos bloqueadores de canais de potassio tetraetilamoénio (TEA) e
glibenclamida (GLB) sobre parametros cardiovasculares de animais submetidos a
cirurgia de ligadura e perfuracao do ceco (CLP)

Os animais submetidos ao CLP apresentaram hipotensao e acentuado prejuizo
na resposta vasoconstritora a fenilefrina no tempo de 24 horas ap6s o procedimento
cirargico (Figura 2), reproduzindo assim caracteristicas importantes do choque
séptico humano.

O tratamento com TEA na dose de 8 mg/kg quatro horas apés o CLP além de
reduzir a mortalidade melhorou a condigao hemodinamica dos animais. Como pode
ser verificado na Figura 3, o tratamento com TEA preservou os valores de pressao
arterial média (Painel A), freqiiéncia cardiaca (Painel B) e resposta vasoconstritora a
fenilefrina (Painel C).

A glibenclamida nao alterou nenhum dos pardmetros hemodindmicos

avaliados (Figura 4).
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FIGURA 3: Efeito do tetraetilamonio (TEA) sobre parimetros cardiovasculares de animais
submetidos a CLP. Os animais receberam uma injecao de veiculo (PBS) ou tetraetilamonio
(TEA; 8 mg/kg, s.c.) 4 horas apds o procedimento cirargico. Dezoito horas apds o tratamento
com PBS ou TEA (ou seja, 24 h apés o procedimento cirdrgico) os animais foram
anestesiados e preparados para o registro da pressao arterial média (Painel A), freqtiéncia
cardiaca (Painel B) e tiveram uma curva de fenilefrina registrada (Painel C). Os grupos sham
representam os animais falso-operados. Os valores representam a média + erro padrdo da
média de 4 a 6 animais. * p < 0,05, em relagdo ao grupo sham, # p < 0,05, em relacdo ao grupo
CLP (ANOVA de duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni).
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FIGURA 4: Efeito da glibenclamida (GLB) sobre parametros cardiovasculares de animais
submetidos a CLP. Os animais receberam uma injecao de GLB (1 mg/kg, s.c.) ou veiculo
(DMSO) 4 horas ap6s o procedimento cirtrgico. Dezoito horas apés o tratamento com GLB
ou veiculo (portanto 24 h apés o procedimento cirtrgico) os animais foram anestesiados e
preparados para o registro da pressao arterial média (Painel A), freqtiéncia cardiaca (Painel
B) e tiveram uma curva de fenilefrina registrada (Painel C). Os grupos sham representam os
animais falso-operados. Os valores representam a média + erro padrdo da média de 4 a 6
animais. * p < 0,05, em relagdo ao grupo sham, # p < 0,05, em relacdo ao grupo CLP (ANOVA
de duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni).



4.3. Avaliacao do efeito de bloqueadores de canais de potassio tetraetilamoénio
(TEA) e glibenclamida (GLB) nos niveis de marcadores de dano tecidual, nimero
de leucécitos totais e eletrélitos de animais submetidos a cirurgia de ligadura e

perfuracao do ceco (CLP)

Nas Tabelas 3 e 4 podemos observar que os animais CLP exibiram aumento
dos niveis de uréia e creatinina, sugestivos de dano renal, dos niveis de lactato,
marcador de hipéxia tecidual, e da transaminase oxalacética (TGO), indicadora de
comprometimento hepatico. O tratamento com TEA 8 mg/kg foi capaz de reduzir os
valores de uréia, creatinina e lactato, quando comparado ao grupo CLP controle
(Tabela 3) e ndo alterou os valores de TGO. A glibenclamida ndo alterou nenhuma
destas variaveis (Tabela 4).

A transaminase pirtvica e os eletrélitos s6dio e potéssio foram avaliados e nao
houve diferenca entre os animais CLP e falso-operados. Entretanto os animais
CLP+GLB desenvolveram hiponatremia quando comparado aos animais falso-
operados.

Observamos também, comparado aos animais falso-operados, que os animais
sépticos desenvolveram leucopenia, e que nenhum dos bloqueadores de canais de

potassio foi capaz de alterar essa resposta (Tabelas 3 e 4).



TABELA 3: Efeito do tratamento com tetraetilamonio (TEA) em diversos

parametros bioquimicos de animais submetidos a cirurgia de ligacao e perfuracao

do ceco

Sham CLP
PARAMETROS VEICULO TEA VEICULO TEA
Uréia 21,7 +1,5 22,2+2,7 39,0 5,1* 24,7 +2,3#
Creatinina 0,20 + 0,01 0,24 + 0,04 0,44 + 0,04* 0,31 + 0,02*#
Lactato 9,1+3,2 75+1,4 22,1 +2,6* 12,9 + 1,6#
TGO 119,3 + 7,4 109,7 +10,2 161,2 +4,0* 155,0 + 5,0*
TGP 63,7 + 3,2 58,5+ 3,6 60,1 2,0 61,3+3,5
Sodio 141,3 +1,2 142,34+ 0,9 138,8 +1,1 140,2 +2,0
Potassio 4,6 +0,5 42403 51+0,3 53+0,3
Leucoécitos 77+ 0,7 80+ 05 4,6 + 0,5* 49+ 0,7*

Ratos foram injetados com PBS ou tetraetilamoénio (TEA, 8 mg/Kg, s.c.) 4 horas apds
o CLP ou falsa cirurgia (Sham). Vinte e quatro horas apos a cirurgia os animais foram
sacrificados e amostras de sangue foram obtidas. Parametros avaliados: uréia
(mg/dL), creatinina (mg/dL), lactato (mg/dl), transaminase oxalacética (TGO;
U/mL), transaminase pirtvica (TGP; U/mL), s6dio (mEq/L), potassio (mEq/L) e
namero de leucécitos totais (n° células x 103/mm3). Os resultados representam a
média + erro padrdo da média, n=6. * p < 0,05, em relacdo ao grupo Sham, # p < 0,05,
em relagdo ao grupo CLP (ANOVA de duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni).



TABELA 4: Efeito do tratamento com glibenclamida (GLB) em diversos parametros

bioquimicos de animais submetidos a cirurgia de ligacao e perfuracao do ceco

Sham CLP
PARAMETROS | VEICULO GLB VEICULO GLB
Uréia 28,4+1,7 31,2+3,1 61,5 +15,1* 42,9 + 6,6
Creatinina 0,17 + 0,05 0,19 + 0,04 0,39 + 0,05* 0,34 + 0,04*
Lactato 24,5+1,7 22,6 +2,4 35,7 +2,8* 34,0 +1,1*
TGO 109,1 +7,0 112,1+9,6 166,2 + 3,7* 169,4 +9,0*
TGP 63,2 +3,1 64,9 + 5,2 60,0+1,9 66,0 + 4,3
Sodio 140,1 +1,1 143,0 +2,1 139,1 +1,1 136,5 + 0,95*
Potassio 45+0,2 42+0,3 5,0+0,1 4,8 +0,24
Leucocitos 77+ 0,7 71+ 02 4,7+ 0,1* 51+ 0,5*

Ratos foram injetados com PBS ou glibenclamida (GLB, 1 mg/Kg, s.c.) 4 horas ap6s o
CLP ou falsa cirurgia (Sham). Vinte e quatro horas apés a cirurgia os animais foram
sacrificados e amostras de sangue foram obtidas. Parametros avaliados: uréia
(mg/dL), creatinina (mg/dL), lactato (mg/dl), transaminase oxalacética (TGO;
U/mL), transaminase piravica (TGP; U/mL), s6dio (mEq/L), potassio (mEq/L) e
namero de leucécitos totais (n° células x 103/mm3). Os resultados representam a
média + erro padrdao da média, n=6. * p < 0,05, em relacdo ao grupo Sham (ANOVA
de duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni).



4.4. Efeito dos bloqueadores de canais de potassio tetraetilamoénio (TEA) e
glibenclamida (GLB) na resposta inflamatdria de animais submetidos a cirurgia de

ligadura e perfuracao do ceco (CLP)

A cirurgia de CLP desencadeia uma inflamacdo sistémica, ocorrendo
recrutamento de neutrdfilos para diversos tecidos, que foi quantificado
indiretamente através da atividade da enzima mieloperoxidase no pulmao dos
animais. Observou-se que houve um aumento da MPO no pulmdo dos animais
submetidos ao CLP, e o tratamento dos animais com TEA reduziu os niveis de MPO
de maneira significativa (Figura 5, painel A). Entretanto, o tratamento com a

glibenclamida ndo alterou os niveis da enzima (Figura 5, painel B).
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FIGURA 5: Efeito do tetraetilamonio (TEA) e glibenclamida (GLB) na atividade da enzima
mieloperoxidase pulmonar de animais submetidos a CLP. Os ratos foram injetados com
veiculo (barras brancas), TEA (Painel A, 8 mg/kg, s.c., barras hachuradas) ou GLB (Painel B,
1 mg/kg, s.c., barras hachuradas) 4 horas apés o CLP ou falsa cirurgia (Sham). Vinte e quatro
horas apds a cirurgia os animais foram sacrificados e amostras de tecido pulmonar foram
obtidas e processadas para avaliacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO). Os resultados
representam a média * erro padrdo da média de 4 a 6 animais por grupo experimental. * p <
0,05, em relacao ao grupo Sham, # p < 0,05, em relagdao ao grupo CLP (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste t de Bonferroni).

Outro importante evento inflamatério que ocorre nos animais sépticos é o
aumento da expressao da enzima NOS-2 com conseqiiente elevagdo dos niveis
plasmaticos de nitrato+nitrito (NOx). A Figura 6, Painel A, nos mostra que o TEA
quando administrado na dose de 8 mg/kg nos animais sépticos reduziu os niveis de
NOx. De acordo com a reducdo dos niveis plasmaticos de NOx, o tratamento com
TEA também reduziu a expressdo da enzima NOS-2, tanto em tecido pulmonar como

em musculo esquelético (Figura 7). O tratamento com a glibenclamida nao alterou os



niveis de NOx plasmatico (Figura 6, Painel B), e assim, ndo foi realizado o estudo da

expressao da NOS-2 nesse grupo de animais.
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FIGURA 6: Efeito do tetraetilamonio (TEA) e glibenclamida (GLB) nos niveis plasmaticos
de nitrito + nitrato (NOx) de animais submetidos a CLP. Quatro horas ap6s o procedimento
cirargico (CLP ou Sham) os animais foram tratados com veiculo (barras brancas),
tetraetilamonio (8 mg/kg, s.c., Painel A, barras hachuradas) ou glibenclamida (1 mg/kg, s.c.,
Painel B, barras hachuradas). Dezoito horas apds o tratamento (portanto 24 h apés a cirurgia)
o sangue foi coletado e processado para a quantificacdo da concentragdo de NOx pelo
método de Griess. Cada barra representa a média + erro padrdo da média, n = 8. * p < 0,05,
em relacdo ao grupo Sham, # p < 0,05, em relacdo ao grupo CLP (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste t de Bonferroni).
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FIGURA 7: Efeito do tetraetilamonio (TEA) na expressdo da enzima 6xido nitrico sintase
induzida (NOS-2). Quatro horas apés o procedimento cirtirgico os animais foram tratados
com tetraetilamonio (8 mg/kg, s.c.). Vinte e quatro horas apods a cirurgia, os animais foram
sacrificados para coleta dos tecidos (pulmdo e miusculo esquelético). Painel A:
Imunoeletroforese representativa para NOS-2 (130 kDa) e actina (43 kDa). As proteinas (75
pg) foram separadas em gel de acrilamida/bis-acrilamida 8% (SDS-PAGE) e
eletrotransferidas para uma membrana de PVDF. Apés o bloqueio as membranas foram
incubadas com anticorpos especificos e em seguida com anticorpo secundério conjugado a
peroxidase. A revelacdo foi feita por quimioluminescéncia. Painel B e C: Densitometria do
pulmao e musculo esquelético respectivamente. A densidade das bandas foi medida através
do programa Scion Image®. Os resultados estdo expressos em vezes de aumento em relacao
ao grupo Sham. Cada barra representa a média * erro padrdo da média, n =4. * p < 0,05, em
relagdo ao grupo PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste t student).

4.5. Efeito dos bloqueadores de canais de potassio tetraetilamoénio (TEA) e
glibenclamida (GLB) no crescimento de bactérias no sangue e no lavado peritoneal

de animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracao do ceco (CLP)

A Figura 8 ilustra a contagem de bactérias no sangue (Painel A) e no lavado
peritoneal (Painel B) dos animais CLP e falso-operados (Sham). Nos animais
submetidos ao CLP houve um grande crescimento de bactérias no sangue e no

lavado peritoneal, e os tratamentos com tetraetilamonio e glibenclamida ndo



alteraram o ntmero de bactérias de maneira significativa. Nao houve crescimento de
bactérias no sangue ou no lavado peritoneal dos animais Sham tratados ou ndo com

os bloqueadores de canais de potassio.
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FIGURA 8: Efeito dos bloqueadores de canais de potassio no namero de bactérias no
sangue e no lavado peritoneal de animais sépticos. Quatro horas apés a cirurgia de CLP ou
a falsa cirurgia, foi administrado tetraetilamoénio (TEA; 8 mg/kg; s.c.) ou glibenclamida
(GLB; 1 mg/kg; s.c.) nos animais. Vinte e quatro horas apés a cirurgia foram obtidas
amostras de sangue (Painel A) e lavado peritoneal (Painel B) dos animais, as quais foram
diluidas e semeadas em agar Mueller-Hinton e incubadas por 24 h. Os animais CLP e Sham
controles receberam DMSO ou PBS, e como nao houve diferenca, foram agrupados (veiculo).
Os resultados foram expressos como log de unidades formadoras de colonias por mL de
sangue ou por cavidade, n =5 a 12 animais por grupo experimental. * p < 0,05, em relagao ao
grupo Sham (ANOVA de duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni).



4.6. Efeito dos bloqueadores de canais de potassio tetraetilamoénio (TEA) e
glibenclamida (GLB) nos valores de glicose sanguinea de animais submetidos a

cirurgia de ligadura e perfuracao do ceco (CLP)

A glibenclamida é utilizada na clinica como hipoglicemiante oral em pacientes
diabéticos. Dessa maneira fomos investigar se a glibenclamida e o tetraetilamonio
estariam interferindo na glicemia dos animais. Observamos na Figura 9 que os
animais sépticos desenvolvem uma fase hiperglicémica que é seguida por uma fase
hipoglicémica (Painel A). De maneira surpreendente, o TEA impediu o
desenvolvimento das fases hiper- e hipoglicémica (Painel C) dos animais CLP, e nao
alterou os valores de glicose dos animais falso-operados (Painel B). J4 o tratamento
dos animais com glibenclamida causou hipoglicemia nos animais falso-operados
(Painel D), entretanto, embora tenha agravado a hipoglicemia tardia, ndo alterou a

fase hiperglicémica dos animais CLP (Painel E).
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FIGURA 9: Efeito do bloqueio de canais de potassio nas varia¢des glicémicas induzidas
pela CLP. Painel A: Decurso temporal dos niveis glicémicos de animais falso-operados
(Sham) ou submetidos ao procedimento cirtargico de CLP. Painéis B-D: Os animais falso-
operados foram randomizados e tratados 4 h depois da cirurgia com TEA 8 mg/kg (Painel B;
circulos cheios), GLB 1 mg/kg (Painel D; circulos cheios) ou veiculo (Painéis B e D; circulos
abertos). Os animais CLP foram randomizados e tratados 4 h apds a cirurgia com TEA 8
mg/kg (Painel C; circulos cheios), GLB 1 mg/kg (Painel E; circulos cheios) ou veiculo (Panel
C and E; circulos abertos). Os valores representam a média * erro padrao da média de 4 a 6
animais. * p < 0,05, em relacdo ao grupo Sham, # p < 0,05, em relacdo ao grupo CLP
(ANOVA de duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni para medidas repetidas).



5. DISCUSSAO

A sepse ainda é acompanhada de uma alta taxa de mortalidade e compreender
melhor a fisiopatologia dessa sindrome tem sido o objetivo de muitos pesquisadores.
E apesar dos avangos alcancados, muitos mecanismos elucidados em modelos
animais ainda permanecem sem confirmacao em pacientes.

Os modelos animais de sepse podem ser divididos em trés categorias bésicas:
i) administracdo exdgena de toxinas (como LPS e zymosan), ii) administracdao
exdgena de patdgenos vidveis (por exemplo, bactérias) ou iii) alteragdes nas barreiras
protetoras endégenas dos animais, o que permite a translocacao de bactérias, como o
que ocorre na técnica de CASP (do inglés, colon ascendens stent peritonitis) e de CLP
(do inglés, caecal ligation and puncture). A translocagdo, ou migracao de bactérias para
locais extra-intestinais é um dos fatores que contribuem para a geracdo ou
amplificacdo da sepse (Koh et al., 2006). Apesar de alguns inconvenientes destes
modelos animais, todos tém contribuido em maior ou menor grau para o
entendimento dos mecanismos da resposta do hospedeiro a infecgdo, e o papel de
varios mediadores tanto pro- como anti-inflamatoérios na sepse.

O modelo de CLP é considerado padrdo ouro na pesquisa de sepse, e
mimetiza uma ruptura do apéndice ou perfuracdo intestinal. A técnica envolve uma
laparotomia, ligacdo abaixo da valvula ileo-cecal e perfuracdo do ceco. Desta
maneira, este procedimento gera um extravasamento do contetido cecal no peritonio,
gerando uma infeccdo com microbiota diversa (para detalhes ver Buras et al., 2005).
O CLP tem ganhado popularidade por sua maior similaridade com a sepse humana
do que a dos demais modelos. Notavelmente, o perfil de citocinas observado no
modelo de CLP é semelhante ao observado em pacientes, recriando as fases
hemodindmicas e metabdlicas observadas na pratica clinica (Remick et al., 2000).

No modelo de CLP utilizado, observamos as alteracdoes hemodindmicas
caracteristicas do choque séptico, que sdo a hipotensdo e hiporeatividade a
vasoconstritores, as quais sdo as principais causas da elevada mortalidade que
acompanha essa sindrome. Aproximadamente 80% dos pacientes que ndo
sobrevivem ao choque séptico, morrem devido ao desenvolvimento de hipotensao

refrataria durante a primeira semana da doenga (Parker et al., 1987).



Em paralelo a estes eventos ocorre nos animais submetidos ao CLP, um
expressivo aumento dos niveis de NOx, indicando uma elevada producdao de NO,
bem como elevacao dos niveis de lactato plasmatico, indicativo de inadequada
perfusdo tecidual, e dos marcadores de dano renal uréia e creatinina, sugestivos de
disfungdes organicas. Os animais sépticos também desenvolveram leucopenia. Essa
reducdo marcante no nimero de leucdcitos circulantes foi descrita pela primeira vez
por Zappert (1893), sendo um importante marcador de infeccdo aguda (Abidi et al.,
2008). Recentemente foi realizado um estudo mostrando que a leucopenia representa
um bom marcador para o diagnostico de sepse na admissdo dos pacientes nas
Unidades de Terapia Intensiva (Abidi et al., 2008). Estes eventos se assemelham as
condi¢des humanas, e confirmam que este modelo é confiavel, relevante e de boa
aplicabilidade para o estudo da sepse.

De uma maneira geral, os resultados aqui contidos mostram que o tratamento
com o bloqueador de canais de potéssio tetraetilamoénio (TEA) em momentos iniciais
da sepse, reduziu a mortalidade, diminuiu a producdo de NOx e a expressdo da
NOS-2, manteve os niveis de glicose sanguinea normais, e melhorou parametros
cardiovasculares, inflamatérios bem como varidveis bioquimicas indicadoras de
disfuncdo organica dos animais sépticos. Por outro lado, a glibenclamida, um
bloqueador seletivo de canais Kartp, nao melhorou quaisquer das varidveis analisadas
e ainda precipitou a morte dos animais.

Esses resultados sdao um tanto surpreendentes, ja que uma grande quantidade
de trabalhos tem apontado o envolvimento dos canais Karr nas alteragdes
hemodindmicas durante a sepse, e sugerido bloqueadores desses canais como
importantes ferramentas no manejo do choque séptico (para revisdo ver Buckley et
al., 2006).

As primeiras evidéncias ligando canais de potassio e sepse foram descritas em
um trabalho mostrando que a glibenclamida, um bloqueador de canais Karp,
restaurou a pressdo arterial em caes com acidose lactica induzida por LPS (Landry e
Oliver, 1992). A relevancia dos canais Karp nas altera¢des vasculares causadas pelo
LPS foi confirmada em suinos (Vanelli et al., 1997) e em ratos (Wu et al., 1995;
Gardiner et al.,, 1999; Sorrentino et al., 1999). Mais recentemente, utilizando a

glipizida, outra sulfoniluréia, estes dados foram confirmados em um modelo de



endotoxemia em ovinos (Lange et al., 2007). Estes dados em conjunto, sugerem que a
abertura de canais Karp é importante na vasodilatacdo e hiporeatividade a
vasoconstritores durante o choque séptico.

Recentemente, Warrillow e colaboradores tentaram transpor os conhecimentos
pré-clinicos sobre bloqueadores de canais Karp para a pratica. Entretanto, os autores
mostraram que a glibenclamida falhou em reduzir o suporte noradrenérgico em
pacientes sépticos e sugeriram que os bloqueadores de canais Karp ndo apresentam
um efeito significativo no tonus vasomotor (Warrillow et al., 2006). No mesmo ano,
Pickkers e colaboradores (2006) avaliando a resposta vascular a noradrenalina no
antebraco de pacientes saudéveis injetados com endotoxina (LPS, 2 ng/kg iv.)
mostraram que a tolbutamida, outro bloqueador de Karp, também falhou em reverter
a hiporeatividade a esse vasoconstritor. Estes dados foram prontamente
questionados, gerando uma grande discussao em torno da eficacia de bloqueadores
de canais de potéssio sensiveis ao ATP na sepse (Oliver e Landry, 2006).

Sob condicdes de aumento do metabolismo ou hipdxia tecidual, ocorre a
ativacdo de canais Katp. Esses canais sdo ativados por redugdo da concentragdo de
ATP e aumento de ions hidrogénio e de lactato, o que relaciona metabolismo celular
com tonus vascular e fluxo sanguineo. Embora na sepse também haja hipdxia
tecidual, a producao exacerbada de NO pode ser o principal determinante do
relaxamento que ocorre, justificando em parte, a falta de eficacia dos bloqueadores de
canais Karp no ensaio clinico realizado ja que, inclusive, os pacientes apresentavam
aumento de lactato ausente ou moderado (Warrillow et al., 2006). Embora haja
diversas evidéncias de que o NO também seja capaz de ativar canais Katp (Miyoshi et
al., 1994; Murphy e Brayden, 1995; Chai e Lin, 2008; Sunouchi et al., 2008), esse talvez
ndo seja 0 mecanismo mais importante de abertura desses canais. Ha trabalhos que
sugerem que os canais Karp tém um importante papel no relaxamento vascular que
ocorre na hipéxia (Landry e Oliver, 1992; Khan et al.,, 1993) e no relaxamento
induzido por algumas drogas anti-hipertensivas, como minoxidil e pinacidil, e que os
canais Kca teriam um papel significante na regulacdo do tonus vascular pelo
endotélio, como em resposta ao NO (Khan et al., 1993). H4 diversos grupos que
estudam a ativacdo de Kca pelo NO na sepse (Taguchi et al.,, 1996, Cauwels e

Brouckaert, 2007). Em humanos, Pickkers et al. (2006) apontam que a perda da



resposta vasoconstritora a noradrenalina que ocorre devido a infusdao de LPS é
devida a ativagdo de canais Kca na parede vascular pelo NO. O NO pode ativar
canais Kca por dois mecanismos, pela nitrosilagao! direta do canal ou por ativar PKG.
Independente do mecanismo, a ativagdo de canais Kca pelo NO certamente contribui
para a vasodilatacdo e perda de resposta a vasoconstritores que ocorre no choque
séptico, e isso pode ocorrer mesmo quando os niveis de lactato ainda ndo apresentam
uma elevagdo importante.

Além disso, o que pode explicar o insucesso do ensaio clinico realizado com a
glibenclamida é o fato de endotoxinas serem capazes de alterar a comunicac¢do entre
as subunidades formadoras dos canais Karp (Wilson e Clapp, 2002). Como descrito
na Introducdo (ver item 1.1.5.4), esses canais sdo formados pela subnidade receptora
de sulfoniluréias (SUR) e pela unidade formadora do poro do canal (Kir 6.x). O que
tem sido sugerido é que a via NO/cGMP pode desacoplar o poro e a subunidade
SUR, fazendo com que bloqueadores da subunidade SUR, como a glibenclamida,
percam sua eficdcia (Ver Esquema 7). Isso abriu a possibilidade de se estudar
bloqueadores seletivos do poro do canal, como a droga PNU-37883A. Inclusive,
alguns trabalhos mostraram que esses inibidores de poro sdo mais efetivos do que as
sulfoniluréias em reverter a hiporeatividade vascular induzida pelo LPS (Wilson e
Clapp, 2002; O’Brien et al., 2008). Ainda, um estudo in vivo recente demonstrou que
ratos injetados com LPS que receberam o inibidor de poro PNU-37883A ou altas
doses de glibenclamida apresentaram significativo aumento da pressdo arterial
quando comparado ao grupo controle; ja a glibenclamida em baixas doses ndo foi
efetiva (O'Brien et al., 2008). Foi mostrado que a glibenclamida em altas doses é capaz
de atuar na unidade formadora do poro do canal (Bryan e Aguilar-Bryan, 1999),

justificando os diferentes efeitos com doses distintas da mesma droga.

1 Embora o termo quimico correto para a interagdo do NO com grupamentos sulfidrila seja nitrosagao,
o termo nitrosilagdo vem sendo amplamente utilizado na drea biolégica para designar esta reagdo.



NORMAL

Esquema 7: Possivel alteragdo estrutural dos canais Karp na sepse. As subunidades
SUR e Kir interagem em seus dominios C e N terminais, respectivamente. Em
condicdes fisioldgicas, a abertura dos canais Karp ndo é muito freqiiente. Na sepse ha
a ativagdo dos canais devido a queda na razdo ATP/ADP ou devido a alteragdo no
citoesqueleto. Isso parece causar mudangas na conformagao do canal, reduzindo a
ligacdo e efic4cia dos inibidores das subunidades SUR, com pouco ou nenhum efeito
na interacdo do PNU-37883A (PNU) com o poro do canal. Glib, glibenclamida.
Adaptado de Cardiovascular Research 2006; 72:220-230.

Nos nossos experimentos, comecamos com uma dose alta de glibenclamida
(20 mg/kg), mas essa dose levou ao aumento expressivo da mortalidade. Doses altas
de glibenclamida, embora estejam implicadas em aumento de pressao arterial em
diversos trabalhos, levam a conseqtiéncias desastrosas nos animais sépticos. Embora
a dose de 1 mg/kg de glibenclamida também tenha aumentado a taxa de
mortalidade, optamos por estuda-la pois essa é uma dose possivel de se utilizar em
humanos, e também nos interessamos em estudar o que poderia estar ocasionando
esse aumento da mortalidade. Nenhum dos trabalhos utilizando bloqueadores de
canais Karp em modelos de sepse estudou a mortalidade dos animais (Wu et al., 1995;
Lange et al., 2007). H4 um trabalho onde foi analisado apenas o pré-tratamento com
glibenclamida na mortalidade por TNF e LPS, e ndo foi visto alteracdo alguma
(Cauwels e Brouckaert, 2008). Assim, pensando pretensiosamente em uma possivel
abordagem clinica, a principio nos perguntamos se apesar dos bloqueadores de
canais Karp serem capazes de promover aumento de pressao e também de aumentar
a resposta a agonistas a-adrenérgicos, o que o bloqueio desses canais ocasionaria aos
animais sépticos algum tempo depois? Como mostram nos resultados obtidos, o
tratamento com a glibenclamida ndo acarretou quaisquer beneficios, nem na dose

que é capaz de bloquear o poro (20 mg/kg; Bryan e Aguilar-Bryan, 1999), nem em
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uma dose mais baixa (1 mg/kg). Embora de acordo com a literatura o bloqueio
desses canais seja capaz de promover um aumento passageiro da pressao arterial dos
animais sépticos, isso ndo estd relacionado a beneficios de modo geral. Além disso,
podemos especular que esse aumento transitério da pressao arterial observado possa
ser inespecifico, j& que a meia-vida da glibenclamida é de aproximadamente 10
horas, e os trabalhos mostram elevagao da pressdao arterial por apenas 30 minutos
(Vanelli et al., 1997) ou por no méximo 2 horas (Wu et al., 1995).

Contudo, apenas a falta de eficicia do tratamento com a glibenclamida no
nosso trabalho nao justifica o aumento da taxa de mortalidade dos animais. A
explicagdo mais plausivel seria o agravamento da hipoglicemia que ocorreu nos
animais CLP tratados com esse bloqueador. A regulacdo da glicose sanguinea
envolve a interagdo entre células beta pancreaticas e o hipotdlamo, com a ativagao
dos canais Karp controlando a secrecdo de insulina e glucagon. O controle da
liberacdo de insulina pelas células B pancreéticas foi detalhado no item 1.1.5.4.,
entretanto os canais Katp localizados no hipotdlamo também estdo envolvidos na
homeostasia da glicose. Os neuronios sensiveis a glicose no hipotalamo ventromedial
respondem a hiperglicemia, reduzindo a secrecio de glucagon e, portanto
diminuindo a glicose. Além disso, os canais Karp também regulam a captacao de
glicose pelo musculo esquelético. Dessa forma, a excessiva ativacdo dos canais Karp
pode resultar em altos niveis de glucagon circulante, redugdo da liberacao de
insulina e reducdo do consumo de glicose no miusculo esquelético, todos
contribuindo para o desenvolvimento da hiperglicemia e resisténcia a insulina na
sepse (Miki e Seino, 2005). Durante a sepse, o desarranjo do metabolismo celular
certamente contribui para o desenvolvimento da faléncia de maltiplos 6rgaos. A
ocorréncia de hiperglicemia associada com resisténcia a insulina é um fator bastante
comum na fase inicial da sepse, ou fase hiperdindmica, que é caracterizada por um
estado hipermetabdlico; ja a fase tardia, ou hipodindmica, é caracterizada por um
estado hipometabdlico, que muitas vezes é acompanhada do desenvolvimento de
hipoglicemia (Tsiotou et al., 2005). Assim, em acordo com os dados da literatura, no
nosso modelo experimental observamos a ocorréncia de hiperglicemia nos animais
CLP nas primeiras horas apds a cirurgia, que foi seguida pelo desenvolvimento de

hipoglicemia.



Os mecanismos pelos quais ocorre hipoglicemia na sepse ndo sdo bem
definidos, entretanto, entre os fatores que contribuem estao deplecao dos estoques de
glicose, impedimento da gliconeogénese e aumento da utilizacao periférica de glicose
(Miller et al., 1980). Geralmente o desenvolvimento de hipoglicemia esta associado a
um mau progndstico, ocorrendo principalmente em pacientes terminais (Preyra e
Worster, 2003). Inclusive, Van den Berghe e colaboradores (2001) demonstraram que
o controle dos niveis glicémicos numa faixa estreita entre 80 e 110 mg/dL, mediante
o tratamento com insulina endovenosa foi capaz de reduzir a mortalidade em
pacientes sépticos. Dessa forma, nem hiper nem hipoglicemia acentuada é
recomendada. Assim, a hipoglicemia agravada pelo uso da glibenclamida pode
justificar o aumento da mortalidade. O bloqueio destes canais pode levar a alteracoes
metabdlicas deletérias, e isso também foi observado no ensaio clinico de Warrillow e
colaboradores (2006), que apontou os bloqueadores de Karp como alternativas pouco
atraentes e até perigosas no tratamento da vasoplegia e hipotensao na sepse.

Contrariamente, o tratamento com o tetraetilamonio foi capaz de prevenir o
desenvolvimento da hiperglicemia e subseqtiente hipoglicemia nos animais sépticos.
Mais ainda e diferentemente do tratamento com a glibenclamida, ndo alterou a
glicose sanguinea dos animais falso-operados, mais um indicativo de que essa droga
nao bloqueia os canais Kartp, pelo menos na dose estudada. Dessa maneira,
acreditamos que o TEA ndo esteja interferindo na glicemia dos animais por atuar
sobre os canais Karp, mas sim que o TEA esteja reduzindo a produgdo ou liberagao
de mediadores inflamatérios que contribuem para a ocorréncia destas alteragdes.

A moderada abertura de canais Katp pode proteger a funcao mitocondrial e
prevenir apoptose de células do miocérdio. O levosimendan é um agente inotrépico
e vasodilatador utilizado em pacientes com faléncia cardiaca que atua em parte por
ativar canais Karp em midcitos dos ventriculos. A abertura desses canais nas
mitocondrias parece estar relacionada aos efeitos benéficos dessa droga na isquemia
miocardica (Pinto et al., 2008) e inclusive essa droga tem sido estudada na
sepse/choque séptico. Ha trabalhos mostrando melhoras hemodinamicas, no
transporte global de oxigénio, na circulacdo pulmonar e metabolismo celular. Os
canais Karp sdo essenciais para manter a paténcia das artérias corondrias e perfusao

do miocardio durante a resposta a citocinas (Croker et al., 2007). Assim, a ativagao



dos canais KaTp na sepse parece ser uma “faca de dois gumes”, ja que a ativagdo
excessiva desses canais no musculo liso vascular estd associada a hiporeatividade
vascular e vasodilatacado, ja a moderada ativacdo em outros locais, como no coracao,
parece exercer algum beneficio e estd implicada na reducdo da miocardiopatia
séptica (Taguchi et al., 1999; Buckey et al., 2006). Em 2006 foi realizado um trabalho
com animais knockout para o gene KCNJ8 (que codifica a subunidade Kir6.1)
mostrando que o Kir6.1 é um componente importante na endotoxemia, pois a sua
inativacao compromete o fluxo coronariano, precipitando o dano cardiaco e a morte
de animais endotoxémicos. O Kir6.1 parece ser o responsavel pela manutencdo da
perfusao coronariana e da fungado cardiaca. Ainda, quando os autores administraram
pinacidil, um ativador de canais Karr nos animais endotoxémicos, ocorreu reducao
da mortalidade (Kane et al., 2006). Outro trabalho aponta para os beneficios da
abertura de canais Karp em pacientes cardiacos. O nicorandil é um abridor de canais
Kartp que apresenta beneficios em pacientes infartados. Foi mostrado que ele é capaz
de reduzir a ativacdo de NF-kB, de moléculas de adesdo e de citocinas pro-
inflamatorias, o que pode contribuir para a redugdo do dano causado pelo processo
de isquemia e reperfusdo no grupo de pacientes que o utiliza (Kawamura et al.,
2005). Dessa forma podemos pensar que a abertura moderada de canais Katp seria
interessante, e ndo a sua inibicdo, ja que no nosso trabalho também ndo observamos
beneficios. Isso também pode ter contribuido para o aumento da mortalidade
provocada pela glibenclamida.

Uma grande dificuldade no estudo de canais Karp é que estes canais sdo
ubiquamente expressos (vasos, coragdo, pancreas) possuindo particularidades em
cada tecido. Entretanto, as principais ferramentas farmacoldgicas utilizadas, as
sulfoniluréias, ndo sdo seletivas entre os tecidos. Assim, por exemplo, ao se tentar
bloquear o canal Karp do vaso também se bloqueia o do pancreas, e embora este
bloqueio cause uma melhora hemodinadmica em curto prazo (j4 que a maioria dos
trabalhos avalia apenas os efeitos em curto prazo), isto ndo se reflete em beneficios
tardios (como por exemplo, o aumento da sobrevida) em decorréncia das demais
alteragdes provocadas, como cardiacas e metabolicas.

Outra possibilidade para explicar o possivel aumento da mortalidade dos

animais sépticos tratados com glibenclamida seria o desenvolvimento de



hiponatremia nesse grupo, ja que a hiponatremia esta associada com o aumento de
morbidade e mortalidade em pacientes criticos (Nzerue et al, 2003). Foram
encontrados valores semelhantes de sédio e potassio dos animais sépticos
comparado aos animais falso-operados, e embora a diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significante do grupo CLP controle para o grupo CLP+GLB, quando
comparado ao grupo falso-operado, os animais CLP+GLB desenvolveram
hiponatremia. Embora a hiponatremia tenha sido de certo modo sutil apenas esse
fato ndo ocasionaria aumento da mortalidade dos animais, no entanto, quando
associado a outros fatores, como a severa hipoglicemia, pode ter contribuido para o
agravamento do quadro, e conseqiientemente, para o aumento da mortalidade.

Diferente de nossos dados, um estudo mostrou que o TEA aumentou a
mortalidade de animais com choque endotéxico (Clayton et al., 2005). Uma provavel
explicagdo para a discrepancia entre nossos dados e esse estudo pode ser as
diferentes doses utilizadas do inibidor TEA. De maneira muito interessante o TEA s6
foi capaz de reduzir a mortalidade no nosso estudo na menor dose utilizada, que
equivale a aproximadamente a 4 da dose utilizada no trabalho de Clayton e
colaboradores (30 mg/kg). E importante salientar que embora seja um bloqueador de
canais de potédssio ndo seletivo, em baixas doses o TEA bloqueia preferencialmente
canais de potédssio dependentes de calcio (Nelson e Quayle, 1995). Infelizmente,
embora existam ferramentas para esse fim, ndo foi possivel utilizar os bloqueadores
seletivos de canais Kca do miusculo liso, iberiotoxina e caribdotoxina. Essas
ferramentas ainda apresentam um alto custo, dificultando a sua utilizagdo em
experimentos in vivo, principalmente quando se utiliza ratos, o que foi o nosso caso.
Entretanto, a 4-aminopiridina, um bloqueador seletivo para canais Ky, também nao
apresentou nenhum efeito sobre a mortalidade dos animais sépticos. Em conjunto
estes dados sugerem fortemente que o bloqueio de canais de potassio dependentes
de célcio (Kca) foi o responsavel pela reducdao da mortalidade dos animais observada
no nosso estudo, e que a dose mais elevada utilizada no trabalho de Clayton e
colaboradores pode ser suficiente para inibir outros subtipos de canais importantes,
como os canais Karp, aumentando assim a mortalidade dos animais.

Como citado anteriormente, no nosso estudo a 4-aminopiridina (bloqueador

de canais Kv) ndo alterou a taxa de mortalidade dos animais CLP. Com base neste



resultado optamos por ndo continuar as analises com este bloqueador. Entretanto,
embora este dado ndo aponte para o envolvimento deste subtipo de canal de potéassio
no nosso modelo experimental, ndo podemos subestimar a importancia dos canais
Kv no processo da sepse. Um trabalho publicado recentemente mostrou que a 4-
aminopiridina é capaz de restaurar alteragdes na vasculatura pulmonar causadas
pela administracdo de LPS (Spohr et al, 2007). Assim mais estudos se fazem
necessarios para avaliar a real importancia desse subtipo de canal na sepse.

Um dado bastante curioso foi que os niveis de nitrito+nitrato (NOXx)
plasmatico dos animais sépticos tratados com TEA, foram substancialmente menores
quando comparados aos animais CLP controle. Concordando com esse fato,
observamos também uma menor expressdo da enzima NOS-2, tanto no musculo
esquelético quanto no pulmdo dos animais. A NOS-2 é a principal isoforma
responsavel pela producdo exacerbada de NO na sepse. Embora certamente nao seja
0 Gnico mecanismo relevante, a redugdo de NO/NOS-2 pode ser considerada uma
importante contribuicdo dos efeitos benéficos do TEA. Provavelmente devido a
reducdo da producdo excessiva de NO, os animais tratados com TEA ndo
desenvolveram hipotensdo tdo severa, e foram capazes de responder adequadamente
ao estimulo vasoconstritor. Os inibidores das NOS ja se mostraram tteis em prevenir
a faléncia circulatéria em modelos animais. Entretanto a morbidade e mortalidade de
pacientes sépticos ndo s6 nao foram prevenidas, como foram agravadas, de forma
que um ensaio clinico utilizando um inibidor das NOS teve que ser interrompido
(Lopez et al., 2004). Devemos chamar atengao ao fato de que foi utilizado um inibidor
nao seletivo das NOS. Dessa forma, outros alvos terapéuticos envolvidos na
regulacdo da pressdo arterial comegaram a chamar ainda mais atengdo, como a
guanilato ciclase e os canais de potassio.

Como descrito na Introdugao, o NO promove vasodilatacdo por abrir canais
de potassio no musculo liso vascular, ou por ativar a guanilil ciclase, levando a
ativacao de PKG (ver esquema 8). Dessa forma podemos pensar que o TEA poderia
reduzir a hipotensdo e a hiporeatividade a agentes vasoconstritores pela redugao do
NO disponivel, através da regulacdo da expressio da NOS-2, gerando menor
ativacdo dos seus alvos no musculo liso vascular, como os canais de potéssio e a

enzima guanilato ciclase, e, portanto uma menor vasodilatacdo (ver Esquema 9).



Embora nao tenhamos mostrado uma menor expressao da NOS-2 especificamente no
musculo liso vascular, mas sim no pulmao e musculo esquelético dos animais,
acreditamos que a reducao sistémica da quantidade de NO disponivel pode reduzir a
ativacdo de seus alvos no musculo liso vascular.

Embora ndo tenha sido proposto nenhum mecanismo de como possa ter
ocorrido essa redugdo da expressdao da NOS-2, baseado em trabalhos que mostram
que o bloqueio de canais Kca pode reduzir a producao de citocinas e de NO em
macrofagos ativados por LPS (Maruyana et al., 1994; Blunck et al., 2001), nés
acreditamos que os canais Kca sdo importantes no desenvolvimento da resposta
inflamatéria nos momentos iniciais do processo. Portanto, ndo apenas o NO é capaz
de modular os canais de potassio, como estes podem estar de alguma forma
interferindo na expressdo da enzima NOS-2. A expressdo do gene da NOS-2 envolve
a ativagdo do NF-kB (Xie et al.; 1994), e a expressao da NOS-2 in vitro ocasionada pelo
LPS ou éacido lipoteicéico é prevenida por diversos agentes que interferem com a
ativacdo do NF-xB (Griscavage et al.; 1995). Interessantemente, IL-10, que aumentou
a sobrevivéncia de animais em modelo de choque endotéxico, também preveniu a
ativacdo do NF-xB (Barnes e Karin, 1997). Assim, embora ndao demonstrado,
podemos pensar que o TEA talvez possa interferir com a expressdao da NOS-2 através
da reducado da ativacdo do NF-xB. O nosso grupo tem interesse em realizar futuros
estudos para esclarecer se (ou como) ocorre a modulacio do NF-kB através do
bloqueio de canais de potdssio. Mas por enquanto, esta é ainda uma pergunta sem
resposta.

Seguindo o raciocinio de reducdo do processo inflamatorio, o TEA realmente
parece reduzir a inflamacdo sistémica generalizada que ocorre na sepse, ja que além
da redugcdo do NO/NOS-2, a atividade da enzima mieloperoxidase pulmonar,
também se encontra reduzida nos animais CLP tratados com TEA em relacdo aos
animais CLP controle. De certa forma, poderiamos especular que os animais CLP que
receberam o tratamento com TEA ndo evoluiram para choque séptico, como ocorreu
com os animais CLP que receberam apenas veiculo. Nao podemos esquecer que o
choque séptico é caracterizado por hipotensdo severa refratdria a agentes
vasoconstritores, e 0s animais tratados com esse bloqueador estavam menos

hipotensos e responderam melhor a fenilefrina.



Ainda, reforcando a idéia de melhora da condicdo geral do animal,
observamos que os niveis de lactato plasmatico, um marcador de dano/hipdxia
tecidual, e os niveis de uréia e creatinina no plasma, indicadores de dano renal,
também foram menores nos animais que foram tratados com TEA. A combinagdo de
faléncia renal aguda e sepse estdo associadas com uma taxa de mortalidade de 70%
quando comparada com 45% de mortalidade entre os pacientes apenas com faléncia
renal aguda (para revisdo, ver Schrier e Wang, 2004). Assim, essa combinagao
constitui um problema particularmente sério, e o fato do TEA ndo permitir ou
prevenir o desenvolvimento de faléncia renal certamente também contribuiu para a
menor mortalidade observada nesse grupo de animais.

Fazendo uma relagdo mais direta, podemos pensar que a melhora dos
parametros hemodinamicos provavelmente foi uma conseqiiéncia direta da reducdo
da resposta inflamatoria, especialmente da redugdo da produgao de NO, o que nao
causou hipotensdo tdo acentuada e permitiu uma resposta adequada a agentes
vasoconstritores. Como conseqiiéncia da melhora hemodinamica, houve adequada
perfusdo dos tecidos, e observamos entao a reducdo dos marcadores de dano renal e
de hipéxia tecidual (lactato). Assim podemos observar uma relacdo pertinente de
melhora entre os pardmetros avaliados dos animais CLP que receberam tratamento
com TEA.

A enzima transaminase oxalacética (TGO) também estava aumentada nos
animais CLP. Esta enzima é encontrada em diversos 6rgdos e tecidos, incluindo
coragdo, figado, musculo esquelético e eritrécitos. Geralmente, quando acompanhada
do aumento da enzima transaminase pirdvica (TGP), mais especifica, indica
comprometimento hepatico. Entretanto, os niveis de TGP dos animais sépticos nao
foram diferentes do grupo falso-operado, e como a TGO é uma enzima inespecifica
que esta presente no citoplasma e também nas mitocondrias, sua elevagao nesse caso
indica apenas um comprometimento celular mais profundo. Nenhum dos
bloqueadores de canais de potassio estudado foi capaz de alterar os niveis de TGO,
nem dos animais falso-operados, nem dos animais sépticos.

Além disso, nenhum dos bloqueadores foi capaz de reverter a leucopenia que
se estabeleceu, e nem de alterar o nimero de bactérias no sangue ou no lavado

peritoneal dos animais sépticos. Apesar do tratamento com o bloqueador TEA ter



reduzido os niveis de NO dos animais, isso ndo levou ao aumento de bactérias no
sangue e nem no lavado peritoneal, o que se esperaria em virtude dos potentes
efeitos bactericidas do NO. Ha dados na literatura que mostram que a inibi¢do da
NOS-2 pode impedir a capacidade dos neutréfilos de combaterem a infecgdo,
entretanto, as bactérias podem ser controladas, assim como ocorre na clinica, através
do emprego simultineo de antibidticos (Torres-Duefas et al., 2006). Isso é bastante
interessante ja que a reducdo de NO observada preveniu o colapso cardiovascular, e
embora nao tenha contribuido favoravelmente nesse aspecto, ao menos nao reduziu
a capacidade do hospedeiro de combater a infeccao. Podemos pensar que o excesso
de NO produzido na sepse poderia ser devido a uma tentativa errénea do
hospedeiro em combater mais prontamente a infeccdo; errénea, pois quantidades
menores de NO ja se mostram suficientes para isso, e o que ocorre, contrariamente, é
que o excesso de NO estaria apenas contribuindo para o agravamento do colapso
cardiovascular.

Conforme citado na Introdugao, pelo custo proibitivo, ndo pudemos avaliar os
efeitos de bloqueadores seletivos para canais Kik no decurso da sepse. Embora nao
possamos deixar de lado a importancia desses canais no musculo liso, suas fungdes
na sepse realmente parecem mais limitadas que as dos demais canais, ndo
comprometendo dessa forma a discussao e conseqiientes conclusdes do trabalho.

Em conjunto, os dados apontam que uma alternativa interessante talvez fosse
o bloqueio de canais Kca no musculo liso vascular juntamente com a abertura
moderada de canais Karp em outros locais. Os canais Karp parecem muito
importantes para manter a homeostasia durante a sepse, e o bloqueio desses canais
cada vez mais parece uma alternativa menos interessante. Isso é importante ser
discutido principalmente diante do grande interesse no papel desses canais na sepse,
chegando a ser até realizado um estudo clinico (Warrillow et al., 2006).

Finalmente, espera-se que os dados apresentados nesse estudo possam de
alguma forma contribuir a melhor compreensdo do envolvimento de diferentes
subtipos de canais de potdssio na sepse, e sugerir que o bloqueio seletivo de canais
Kca possa vir a ser uma ferramenta de grande utilidade no manejo da sepse/choque
séptico. E, ao invés de somente se procurar inibidores seletivos da NOS-2, que se

procure estudar seus moduladores e também os alvos do NO com as ferramentas que



temos disponiveis, pois isso pode levar a surpresas e esclarecimentos. Com otimismo
(que nado costuma faltar principalmente nos pesquisadores brasileiros!), nossa
expectativa é a de, com muito trabalho adicional, este estudo possa apontar novas

abordagens experimentais e clinicas para o tratamento do choque séptico.
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Esquema 8: Vias pelas quais o excesso de NO pode induzir vasodilatacdo na sepse.
Estimulos inflamatérios podem ativar canais de potassio, que parecem participar da
regulacdo da expressdao da NOS-2, com conseqiiente aumento da liberacdo do NO.
Em tracejado: o NO pode ativar a guanilato ciclase, o que aumenta o cGMP, ativa
PKG, ocasionando defosforilacio da miosina, levando a vasodilatacigo. O NO
também pode ativar canais de potédssio diretamente, o que fecha canais de calcio
regulados por voltagem, reduzindo o calcio intracelular, ndo permitindo a ocorréncia
de vasoconstricdo, o que por sua vez, favorecerd a vasodilatacdo. MLCK: quinase da
cadeia leve da miosina; NO: 6xido nitrico; sGC: guanilase ciclase soltvel; Ca*2 ions
calcio; K+: ions potassio; Miosina-P: miosina fosforilada.
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Esquema 9: Vias pelas quais o tetraetilamonio pode levar a reducao da vasodilatagao
causada pelo NO. O bloqueio de canais de potassio pode levar a redugdo da
expressao da NOS-2, reduzindo o NO disponivel. A menor quantidade de NO gera
uma menor ativagdo dos seus alvos no musculo liso vascular, representado pela
enzima guanilato ciclase (em sombreado), o que ocasiona em menor vasodilatacdo.
Ao mesmo tempo, a menor abertura de canais de potassio do musculo liso vascular
pelo NO, favorece o estado inativo ou fechado do canal, levando a abertura dos
canais de calcio dependentes de voltagem, aumento do calcio intracelular, ativagao
da MLCK com fosforilacio da cadeia leve de miosina, ndo mais favorecendo a
vasodilatacdo, mas sim a vasoconstricdo (em tracejado). MLCK: quinase da cadeia
leve da miosina; NO: 6xido nitrico; sGC: guanilase ciclase solavel; Ca*2 ions calcio;
K+: ions potassio; Miosina-P: miosina fosforilada.
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6. CONCLUSOES

- Os canais de potassio parecem estar envolvidos na sepse tanto no inicio do processo
inflamatério quanto no colapso cardiovascular que se desenvolve posteriormente;

- A administracdo de tetraetilamonio nos animais sépticos mostrou beneficios em
alguns aspectos, como redugdo do processo inflamatério observado pela menor
producao de NO e da expressio da NOS-2, menor atividade da enzima
mieloperoxidase no pulmao, promoveu o reestabelecimento parcial da pressao
arterial média e total da freqiiéncia cardiaca dos animais, além de permitir uma
adequada resposta a agentes vasoconstritores, prevenir a hipdxia tecidual e faléncia
renal, e contribuir para a manutencdo dos niveis de glicose sanguinea dos animais;

- Os dados apontam que o tetraetilamonio estaria exercendo beneficios através do
bloqueio de canais Kca;

- O bloqueio de canais Karp nos animais CLP pela glibenclamida levou ao aumento
da mortalidade, provavelmente pelo agravamento da hipoglicemia;

- Bloqueadores de canais Kca podem ser uma ferramenta interessante para o

tratamento da sepse e do choque séptico.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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