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Resumo

O choque endotoxémico é um quadro clinico caracterizado por queda
acentuada na presséao arterial, a qual ndo responde a agentes vasopressores.
O choque endotoxémico € geralmente induzido pela administracdo de
endototoxinas como o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas. A
inducédo de choque endotoxémico em animais, pela administracéo sistémica de
LPS, leva a uma resposta bifasica na liberacdo de vasopressina (AVP), um
horménio peptidico, com acdo vasoconstrictora. Observa-se um aumento
transitorio na concentracdo plasmatica deste hormdnio durante as duas
primeiras horas, seguido por um retorno a concentracdo basal durante a quarta
e sexta hora apos a administracdo de LPS. A enzima heme-oxigenase (HO),
cataliza a degradacdo da molécula de heme em 3 sub-produtos, CO, Ferro e
BV. Muitos trabalhos tem demonstrado que a HO tem ac¢des protetoras durante
o choque endotoxémico. Sendo assim o0 presente estudo teve como objetivo
avaliar a participacdo dos subprodutos da via HO sobre a liberagcdo de AVP
durante o choque endotoxémico.

O choque endotoxémico foi induzido em ratos machos Wistar pela da
administracao intravenosa de LPS, que provocou um aumento da concentracéo
plasmatica de AVP, queda da temperatura corpérea, queda da pressao arterial
média (PAM) e aumento da frequiéncia cardiaca (FC). Ap6s duas horas da
administragdo de LPS houve um retorno aos valores basais da concentragéo
plasmatica de AVP, aumento da temperatura corpérea, € um aumento do
volume urinario, porem a PAM continuou em queda e a FC continuou
aumentada. Ao administrarmos centralmente os subprodutos da via HO

juntamente com o LPS observamos que a BV promoveu um aumento da



concentracdo plasmatica de AVP, a queda da PAM foi amenizada e o0 aumento
da FC foi acentuado. O CO apenas promoveu uma queda inicial da PAM. O
Ferro apenas acentuou o aumento da FC induzida por LPS.

Sendo assim, nossos resultados sugerem a que a BV pode agir positivamente
no controle da liberacdo de AVP durante a endotoxemia experimental, com

consequente recuperacao dos valores de pressao arterial.



Abstract

Endotoxemic shock is the most common cause of death in intensive care units.
It is characterized by peripheral arteriolar vasodilatation, resulting in a decrease
in systemic vascular resistance, high cardiac output, hypotension and
inadequate tissue perfusion in response to bacterial products. The endotoxemic
shock is generally induced by action of endotoxin or lipopolysaccharide (LPS), a
component of the cell wall of Gram-negative bacteria. During the endotoxemic
shock it is observed a biphasic response in vasopressin (AVP) release. It is
observed a transitory increase in plasma AVP during the two first hours,
fallowed by a return close to basal levels during the fourth and sixth hour after
LPS administration. The heme-oxygenase (HO), catalyses the heme
degradation in 3 sub-products, CO, iron and BV. Many researchers talk about
the good effects of HO during the endotoxemic shock. This present study was
designed to access the hypothesis that the sub-products of HO pathway
participates of the AVP release during the endotoxemic shock.

The endotoxemic shock was induced in Wistar male rats by LPS intravenous
injection, which caused a transitory decrease in body temperature, decrease in
median arterial pressure (MAP), increase in heart rate (HR) and decrease in
urinary flow. It was also observed an increase in plasma AVP occurred in these
animals, which was present for two hours after LPS administration, returning
then to basal levels thereafter. When LPS was combined with
intracerebroventriculary administration of sub-products of HO pathwa, we
observed that BV promote a sustained increase in plasma AVP and

maintenance of the blood pressure at four and six hours after LPS treatment



when compared to rats treated with LPS alone. Co only change the initial fall in
MAP and iron just promote a accentuated increase in FC induced by LPS.

These data indicate that the BV is the sub-product form HO pathway that play
an important role in AVP release during experimental septic shock and during

the hypotension induced by endotoxemic shock.



1. Introducéo

1.1. Endotoxemia e Choque endotoxémico

Louis Pasteur mostrou pela primeira vez, em 1879-1880 que bactérias
estavam presentes no sangue de pacientes com septicemia puerperal. Uma
mulher sobreviveu, surgindo assim o primeiro relato de que a sepse seria uma
resposta sistémica na luta contra patégenos (Annane e cols, 2005).

Somente em 1991 em uma conferéncia de consenso realizada pelo
American College of Chest Physicians e a Society of Critical Care Medicine
definiu endotoxemia como sendo uma resposta inflamatéria sistémica a
infeccdo e choque endotoxémico como sendo o quadro de endotoxemia
acompanhado por hipotensédo (American College of Chest Physicians, 1992).

A incidéncia de casos de endotoxemia vem aumentando, apesar do
aumento de estudos para sua cura. Nos Estados Unidos estimam-se
proporcoes de 50-95 casos por 100.000 habitantes com aumento de 9% a cada
ano. Os casos de pacientes com endotoxemia representam 2% das admissdes
hospitalares, destas, 9% dos pacientes progridem para endotoxemia severa e 3
% para o choque endotoxémico. Em unidades de terapia intensiva estes dados
sao ainda maiores, representam 10% de todas as admissdes hospitalares
(Annane e cols, 2005).

No Brasil a endotoxemia €& considerada o maior problema de saude
publica em unidades de terapia intensiva. Os casos de endotoxemia
representam 46,9%, destes pacientes 52,2% progridem para o choque
endotoxémico (Silva e cols, 2004). Os principais fatores para a incidéncia alta

da endotoxemia sdo o grande numero de procedimentos invasivos realizados



nestas unidades, tais como catéteres venosos centrais, ventilacdo mecanica e
catéteres urinarios (Silva e cols, 2004).

A endotoxemia €& caracterizada por uma producdo excessiva de
mediadores inflamatdrios e ativacdo de células inflamatdrias, tais como
citocinas. Esta resposta inflamatodria leva ao comprometimento e disfungcao de
varios 6rgaos, tendo como conseqiéncia uma taxa alta de mortalidade. A
ativacao inflamatdria pode ainda levar ao aparecimento de febre ou hipotermia,
taquicardia, hipermetabolismo sistémico, consumo elevado de oxigénio e
hipoperfusao sistémica. (Parker e Parrillo, 1983; Bone, 1991; Titleradge, 1999).

Pacientes com choque endotoxémico desenvolvem profunda
vasodilatagdo periférica arteriolar (hipotensdo), a qual é resistente a agentes
vasopressores (vasoplegia). Essa queda da resisténcia vascular periférica pode
estar associada a disfungao cardiaca caracterizada por taquicardia, depressao
sistdlica, aumento da complacéncia ventricular e um normal ou aumentado
indice cardiaco (Ognibene e cols, 1988). A hipotensdo leva ao &bito
aproximadamente 50% dos casos, devido a evolugao para faléncia multipla dos
orgaos (Karima e cols, 1999).

Qualquer microorganismo pode causar endotoxemia ou choque
endotoxémico (bactérias, virus, fungos e protozoarios), porém sao as bactérias
0os agentes etiolégicos mais comuns. As bactérias Gram-negativas (E. coli,
Klebsiella pnemoniae, Enterobacter sp, Pseudomonas aeruginosa e outras) sao
as responsaveis pela maioria dos casos de sepse (Thiermermann, 1999).

Os componentes da parede bacteriana sao o0s principais
desencadeadores da resposta do hospedeiro frente a endotoxina. O

lipopolissacarideo (LPS), maior constituinte da membrana externa de bactérias



Gram-negativas e o acido teicéico das bactérias Gram-positivas desencadeiam
uma cascata de respostas inflamatdrias, por meio da producdo das citocinas

pré-inflamatoérias (Raetz, 1991).

1.2. Lipopolissacarideo (LPS)

A histdria da endotoxina teve inicio em meados de 1870, pesquisadores
demonstraram que bactérias desencadeiam doencas através de producdo de
toxinas. As exotoxinas foram as primeiras toxinas identificadas, estas sao
substancias secretadas ativamente por muitos tipos bacterianos, como aqueles
responsaveis por doencas como tétano, difteria e botulismo. Na época as
exotoxinas eram caracterizadas pela susceptibilidade a inativacdo pelo calor,
porém hoje se sabe que as exotoxinas sdo geralmente proteinas (Rietschel e
Brade, 1992).

Em 1892, pesquisadores descreveram toxinas que ndo se ajustavam ao
perfil das exotoxinas. Richard Pfeiffer descobriu que a lise bacteriana do agente
infeccioso que causava célera provocava choque endotoxémico em porcos. Ele
verificou que havia neste processo uma substancia resistente ao calor, que
parecia ser liberada por bactérias desintegradas. Ele sugeriu, entdo, que a
porcdo que desencadeava toxicidade estava localizada na porg¢ao interna da
célula bacteriana, por esta razao Pfeiffer a nomeou de endotoxina (do grego,
endo, dentro). Outros trabalhos demonstraram que as endotoxinas, na verdade,
residiam na superficie das bactérias gram-negativas e n&do em seu interior,
porém esta terminologia permanece até hoje (Rietschel e Brade, 1992).

William B. Coley, um médico americano que trabalhava em um hospital

em Nova York, iniciou o tratamento de pacientes que sofriam de cancer com



injecoes de toxinas de bactéria gram-negativa (Serratia marcescens) e gram-
positivas (Streptococcus), este tratamento se tornou conhecido como a toxina
Coley. Esta terapia de vacinas promovia a remissdo completa de tumores sem
recidiva por um periodo de aproximadamente cinco anos. Os pacientes
submetidos a este tratamento apresentaram alguns sintomas como febre e
reagcdes de choque téxico (Alexander e cols, 2001). Hans Buchner obteve
resultados semelhantes os apresentados por pacientes submetidos ao
tratamento com a vacina Coley ao administrar extratos bacterianos em animais.
Ele observou que os animais apresentaram febre, alteracées na contagem de
linfocitos e elevada, mas nao especifica resisténcia a infecgcdes bacterianas
(Alexander e cols, 2001).

Hoje se sabe que os efeitos bioldgicos de preparados bacterianos
utilizados nestes estudos foram desenvolvidos devido a uma classe de
substéncias denominadas lipopolissacarideo (LPS) baseado em sua
constituicdo quimica (Giusti-Paiva e cols, 2002).A estrutura das endotoxinas
comegou a ser conhecida nas décadas de trinta e quarenta, foi observado que
elas sao constituidas por lipideo, polissacarideo e proteina, sendo o material
téxico representado pela porgcao lipidica e polissacaridica. Por isso as
endotoxinas passaram a receber a denominacdo de lipopolissacarideos
(Rietschel e Brade, 1992).

As bactérias gram-negativas sdo formadas por dupla membrana: externa
e interna (Glauert e Thornley, 1969). Entre as membranas esta o espago
periplasmatico, o qual contém os peptideoglicanos e proteinas periplasmaticas.
Os peptideoglicanos sdo os responsaveis pela forma das células, protecéo do

citoplasma frente as diferencas de pressao osmotica entre os meios externo e



interno, além de conferir rigidez ao corpo bacteriano. A membrana externa é
dupla e contém fosfolipidios e proteina (Nikadido e Vaara, 1985). A camada
interna da membrana externa sao lipoproteinas que estdo ligadas aos
peptideoglicanos. A camada externa contém os lipopolissacarideos (Fig:1)
Uma célula bacteriana contém aproximadamente 3,5 um?. Isso significa que
trés quartos da superficie celular bacteriana consiste de LPS (Rietschel e cols,
1994).

O LPS possui trés porcoes: o lipideo A e uma porcao polissacaridea, a
qual se divide em duas regides: o oligossacarideo central e o antigeno O. O
lipideo A € formado principalmente de agucares (glicosamina) ligados a fosfato
e longas cadeias de acidos graxos, cada um com cerca de 14 atomos de
carbono. O lipideo A € a porg¢ao que origina a toxicidade e os efeitos pirogénica
do LPS. O oligossacarideo central consiste em uma cadeia pequena de
agucares, ligado em sua por¢ao interna ao lipideo A, e em sua porgéo externa
ao antigeno O. O antigeno O é uma cadeia longa de agucares na superficie
externa da molécula, ele é o responsavel por mudancas conformacionais das
bactérias gram-negativas, sendo esta a por¢do de LPS reconhecida pelos

anticorpos (Raetz, 1991, Raetz e Whitfield, 2002). (Fig:1).
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Figura 1: Modelo da membrana celular externa e interna de Escherichia coli. O LPS
estd ancorado na membrana externa e divide-se estruturalmente em lipideo A,
oligossacarideo central e antigeno O. (adaptado de Raetz e Whitfield, 2002).

Para que as endotoxinas sejam efetivas € preciso que estas sejam
liberadas da superficie da bactéria gram-negativa, isto ocorre com a morte ou
multiplicagdo das bactérias. Uma vez livres elas ndo produzem seus efeitos
diretamente, mas ligam-se a células particulares induzindo-as a secretarem
moléculas mediadoras, sendo os macrofagos o principal alvo. Devido a sua
natureza anfipatica, existe uma tendéncia para esta molécula formar micelas na

corrente sanguinea (Chaby, 1999; Yu e cols, 1997).



Inicialmente, o LPS se liga a proteinas de alta densidade (HDL), até que
ocorra um aumento da produgdo de proteinas ligadoras de LPS (LBP- LPS
binding protein) pelo figado( Wurfell e cols, 1995; Kitchens e cols, 1999;
Mathison, 1992). O LPS se liga entdo a LBP principalmente na porcédo do
lipideo A (Tobias e cols, 1989). O complexo LPS-LBP interage com um
receptor conhecido com CD14, uma glicoproteina presente na membrana de
células mieldides, que se acreditava ser o mais importante receptor para o
inicio da cascata de sinalizagdo em resposta ao LPS (Fig:2). Porém este
receptor ndo tem capacidade de gerar sinalizagdo transmembrana, pois esta
associado a uma proteina G inibitoria, no entanto, interage com outro receptor,
o Toll-Like 4 (TRL-4) (Hoshino e cols, 1999; Chow e cols, 1999). O TLR-4
ativado recruta uma proteina adaptadora (MyD88) que interage com uma
proteina quinase serina-treonina, IRAK (Wesche e cols, 1997; Medzhitov e
cols, 1988). A IRAK &, entdo, auto-fosforilada, associa-se com outra proteina
adaptadora, a TRAF6, que por sua vez ativa a MAP quinase (TAK1). Via
diversos passos intermediarios, a ativacdo da TAK1 leva a ativacdo e
fosforilacép da IkB-quinase (IKK). A IKK fosforila o IkB (inibidor do NF- kB ),
induzindo a liberagdo do NF- kB. Através das MAP quinases adicionais (ERK e
JNK), a TAK1 também ativa a transcrigdo de membros da familia Jun e Fos, os
quais, juntamente com o NF- kB , translocam para o nucleo e ativam a
transcricdo de genes de citocinas (Barnes e Karin, 1997, Karin e Bem-Neriah,

2000).
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Figura 2: Representacdo esquematica da via de sinalizagao intracelular ativada pelo
LPS (adaptado de Robert e cols, 2002).

1.3. Heme-oxigenase (HO)

Joseph Black (1728-1799) foi o primeiro a isolar o Mondxido de Carbono
(CO) em 1757, desde entdo o CO foi descrito como um composto gasoso
nocivo e prejudicial. Entretanto, essa nogdo de que o CO seja somente uma
substancia nociva tem sido mudada desde 1949, quando Sjostrand (Sjostrand,
1949) relatou que o CO podia ser sintetizado endogenamente. Foi entdo
descoberta a heme-oxigenase (HO), a enzima que € a maior fonte celular de
CO. A HO cataliza a degradagdo da molécula heme em biliverdina (BV), ferro
livre (F€) e CO (Abraham e cols, 1988). A molécula heme é sintetizada por
meio de uma série de passos enzimaticos, que comegcam com a ©-

aminolevuminate sintase (ALAS) e terminam com a ferroquelatase (Maines,



1997). A heme pertence ao grupo das metaloporfirinas, tem a estrutura de um
quadrado plano tetrapirrélico, sendo composta por quatro anéis pirrolicos (1, 2,
3 e 4 na Fig 3) ligados por pontes de Carbono (a, B, y e 8); esta conjugacéao
macropirrolica da cor, planaridade e fluorescéncia caracteristica dos porfirins
(Maines, 1997). Alguns metais como Fe, Mg, Cu, Zn, Sn, Cd, Co e Ag podem

formar um complexo com os anéis porfirinicos (Maines, 1997).

Figura 3: Estutura da molécula heme. Os nimeros 1, 2, 3 e 4 representam os anéis
pirrélicos, as letras a, B, y € & representam as pontes de Carbono. (adaptado de
Maines, 1997).

O processo de degradacado da heme tem inicio com o NADPH doando
um elétron para o Fe** que é mantido no estado de Fe?* livre que ativa o O,
levando a um processo de clivagem oxidativa das pontes de carbono
metilénicas a, B, y e 6. A clivagem oxidativa desta ponte de carbono leva a
formacdo do CO, e os anéis pirrdlicos levam a formacao de 4 isbmeros de
biliverdina; a enzima HO catalisa esta reacdo, onde a fonte de reducao
equivalente € o NADPH (Maines, 1997).

Trés isoformas de HO foram descritas: HO-1, HO-2 e HO-3, sendo as
isoformas 1 e 2 as mais conhecidas (Ewing e Maines, 1992; Maines, 1997).
Estas duas isoformas apresentam poucas semelhancas na sequéncia de
aminoacidos ou nucleotideos, composicdo de aminoacidos, numero de

transcricdes ou tamanho, e sédo diferentes produtos genéticos. A HO-1 é a



isoforma induzida e também conhecida como proteina heat-schock 32 (HSP-
32); é altamente sensivel, ndo somente a metais, mas a todos os tipos de
estimulos e agentes que causam estresse oxidativo e condi¢des
fisiopatolégicas, como choque ao calor (Raju & Maines, 1994), reperfusao
isquémica (Raju & Maines, 1996), hipdxia (Morita e cols,1995) e endotoxinas
(Rizzardini e cols, 1994; Willis, 1999 ). Nao ha descricao de outra enzima que
seja afetada por tantos estimulos de diversas naturezas (Maines, 1997). A HO-
2 é a isoforma constitutiva, e ndo é induzida pelos fatores que induzem a HO-1.
Seus indutores quimicos sao os glicocorticéides sintetizados pelas adrenais.
Ambas isoenzimas sdo encontradas em varios tecidos, incluindo o tecido
neural, célula endotelial e musculo liso (Dawson & Snyder, 1994; Maines, 1997;
Jhonson e cols, 1999), e estdo presentes em niveis altos no cérebro e nos
testiculos. A HO-1 também é encontrada em células da glia (Dwyer e cols,
1995) e no tecido neural € encontrada em alguns grupos celulares, como no
nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) (Ewing e Maines, 1992 e Maines,
1997).

Todos os produtos da HO parecem ter uma agao biolégica ativa: o CO é
um sinalizador molecular, o Fe liberado age como regulador de genes,
incluindo o gene da NO sintase, e a biliverdina é um potente antioxidante.
Entretanto, foi apenas em 1991 que Marks (Marks e cols, 1991) sugeriu que o
CO poderia ter uma fungéo fisioldégica devido as suas semelhangas com o NO,
como a inibicdo da agregacao plaquetaria, relaxamento de preparagdes
arteriais de carotida, coronaria e femural.

O CO estimula a atividade da guanilato ciclase soluvel (sGC),

promovendo elevagdo do cGMP dos tecidos neural e cardiovascular (Morita e
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cols, 1995), sendo um sinalizador molecular importante do sistema
cardiovascular, agindo como um vasodilatador potente (Dawson & Snyder,
1994; Jhonson e cols. 1999), capaz de reduzir a expressado das endotelinas-1
em células endoteliais (Morita e cols, 1995). Além disso, tem sido demonstrada
a participagao do CO na termorregulagdo, como sendo um mediador da febre
induzida por endotoxina no sistema nervoso central (SNC) (Steiner e cols,
1999; Steiner & Branco, 2000). Ha ainda estudos que descrevem o CO como
neurotransmissor ou neuromodulador atipico do sistema nervoso, onde pode
agir inibindo a liberagao da IL-1 em hipotalamo de ratos in vitro (Mancuso e
cols. 1998), assim como a liberagdo de alguns hormdnios, como hormdnio
liberador da corticotrofina (CRH) (Parkes e cols, 1994; Pozzoli e cols, 1994;
Kostoglou-Athanassiou e cols, 1996), ocitocina (Kostoglou-Athanassiou e cols,
1996) e AVP (Mancuso e cols, 1997; Kostoglou-Athanassiou e cols, 1996).
Muitos pesquisadores tém sugerido que a BV produzida endogenamente
tem efeitos antioxidantes (Neuzil e cols, 1994; Otterbein e cols, 2003). O
produto da degradacao da BV, a bilirrubina (BR) promove efeitos cito-protetivos
contra os danos causados pelo aumento de peréxido de hidrogénio em células
endoteliais aodrticas (Motterlini e cols, 1996). A administracao intraperitonial (ip)
de BV leva ao aumento de IL-10, diminuicdo de mediadores inflamatoérios como
IL-6 e MCP-1 e subsequente redug¢ao no recrutamento de leucécitos (Overhaus
e cols, 2006). A administragao de BV também tem sido eficaz no tratamento de
doencas pulmonares em ratos através da modulacao da resposta inflamatéria e
supressdo em mudancgas pato-fisiolégicas no pulmao (Andrews e cols, 2005).
Também tem sido demonstrado que a BV tem se mostrado importante por

reduzir os danos de inumeros modelos inflamatérios como inflamagao
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intestinal, perfusdo intestinal isquémica, transplante de O6rgaos e
hepatotoxicidade (Otterbein e cols, 2003; Ceran e cols, 2001; Chiu e cols,

2002; Hammerman e cols, 2002).

1.4. Vasopressina

A vasopressina (AVP) ou horménio antidiurético (ADH) é um
nonapeptideo ligado a dois aminoacidos de cisteina (Fig. 4) sintetizado em
neurbnios magnocelurares e parvocelulares do nucleo supradtico e
paraventricular do hipotalamo (Holmes e cols, 2001). Esta producédo depende
da transcrigdo do gene da AVP situado no cromossomo 20p13, a transcrigéo
da AVP é aumentada em condicbes de hipertonicidade, hipotensdo e ou
hipovolemia. Apos sua transcrigdo, a AVP é transportada para a neuro-hipofise
onde é estocada (Ouden e cols, 2005).

Inicialmente a AVP é transcrita como um pré-pro-horménio, a pre-pro-
vasopressina. A preprovasopresina € traduzida em pro-vasopressina por
ribossomos do reticulo endoplasmatico pela glicosilacdo do peptideo N-
terminal. As vesiculas contendo a pro-vasopressina sido transportadas até a
terminacdo do axdnio na neuro-hipofise (NH) a pro-vasopressina € processada
gerando AVP, neurofisina e um glicopeptideo de 39 aminoacidos (North, 1987).
A AVP é armazenada na neuro-hipofise até que ocorra um estimulo adequado
para sua liberacdo. A liberacdo de AVP ocorre em resposta a potenciais de
agao gerados no corpo celular dos neurénios magnocelulares e se propagam
até a terminacdo nervosa na neuro-hipofise, onde a AVP é secretada,
alcangando a circulagdo geral através de capilares fenestrados presente na

glandula.
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Figura 4: Estrutura da vasopressina.

A regulagao para liberacao de AVP é complexa. Sob condicbes normais,
a secrecao de AVP é primeiramente regulada por mudangas na osmolalidade
plasmatica (osmorregulagao). Este sistema é altamente sensivel, sendo que
mudangas pequenas na osmolalidade (1-2%) resultam na secregédo de AVP,
que agira nos rins promovendo diuresi (Holmes e cols, 2003). Os principais
osmorreceptors estdo localizados no encéfalo em regides que ndo possuem
barreira hemato-encefalica, comoa regiao antero ventral do terceiro ventriculo,
orgao vasculoso da lamina terminal e 6rgao subfonical. Assim o aumento da
concentracdo de solutos como ions sédio e agucares nao metabolizados no
plasma, estimulam a liberacdo de AVP, que agira no rim promevendo a
antidiurese (Conn e Freeman, 2000).

A barorregulacédo da secreg¢ao de AVP possui um papel minimo em um
individuo saudavel, porém uma queda da pressdo sanguinea de por volta de
10% é capaz de promover a elevagao deste horménio (Mutlu e Factor, 2004).

Os receptores envolvidos na barorregulagdo da secregcao de AVP sao
classificados em arteriais, ou de alta pressao e cardiopulmanares, ou de baixa
pressao. Os receptores arteriais sdo subdivididosem dois grupos: receptoresm
do seio carotideo, inervados pelo nervo vago. Quando a pressao arterial esta

em valores normais, os barorreceptores arteriais estdo constantemente inibindo
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a secrecao de AVP, porém quando ocorre queda da pressao arterial ocorre um
aumento da secreg¢ao de AVP pela neurohipdfise (Conn e Freeman, 2000).

A funcdo dos receptores cardiopulmonares ainda é controverso. Ha
evidéncias que a distensao destes receptores no atrio esquerdo de cachorros
inibe a secrecdo de AVP. Porém ainda ndo esta claro se estes receptores
possuem uma inibi¢ao ténica da secreg¢ao de AVP (Conn e Freeman, 2000).

Em situagdes patologicas também ha outros fatores importantes no
controle da liberacdo de AVP. A hipoxia e a acidose estimulam os corpos
carotideos e consequentemente aumentam a liberagdo de AVP (Holmes e cols,
2004). Toxinas e citocinas também promovem aumento secregdao de AVP
(Mutlu e Factor, 2004).

Os efeitos biolégicos da AVP sdo mediados por basicamente trés tipos
de receptores. O receptor V¢ possui dois subtipos: receptor Via € V1. Uma
grande variedade de vias sinalizadoras esta associada com a ativacdo do
receptor Vi, estas vias incluem ativacao do influxo de calcio e das fosfolipases
A, C e D (Briley e cols, 1994). Os receptores V1, sdo encontrados em grande
quantidade na musculatura vascular lisa, onde promovem vasoconstricdo. O
receptor ativo estimula a proteina G, que ativa a fosfolipase C, que por sua vez
hidrolisa o fosfatidil inositol difosfato (PIP;) em inositol trfosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG), sendo que o DAG ativa a proteinoquinase C (PKC)
(Phillips e cols, 1990). A PKC quando ativada, fosforila residuos de serina ou
treonina especificos nas proteinas alvo (Thibonnier, 2002).

Na musculatura vascular lisa, o IP3 age no reticulo sarcoplamatico
aumentando a liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares, e estimulando o

influxo de Ca®* extracelular. O efeito de Ca®* é mediado pela sua ligacdo com a
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calmodulina e ativagao da miosina quinase de cadeia leve, levando a contragao
muscular (Ruegg e cols, 1989).

O receptor V1, é também encontrado no encéfalo, testiculo, figado, rim e
plaquetas (Phillips e cols, 1990). O receptor V4, esta localizado na hipdfise e,
devido a sua escassez, foi caracterizado recentemente (Rousseau-Merck e
cols, 1995). O AVP ao se ligar ao receptor V4, causa secrecao de ACTH
através da ativagdo da PKC (Liu e cols, 1994).

Quando a AVP se liga aos receptores do subtipo V, presentes em
células do ducto coletor e néfron distal, leva a diurese devido ao aumentando
da permeabilidade a agua nestes locais (Birnbaumer, 2000). Os receptores V,
se ligam a proteina G, que por sua vez leva ao aumento do conteudo
intracelular de AMP ciclico (AMPc) e ativagao da proteina quinase A (PKA) nas
células dos ductos coletores (Birnbaumer, 2000). A estimulagdo desta via nos
rins leva a inser¢cado de canais de agua (aquaporinas-2) na membrana luminal
das células dos ductos coletores aumentando assim a reabsor¢do de agua
pelos rins (Harris e cols, 1994). O receptor V; foi identificado apenas nos rins
através de estudos com radioligantes especificos para este receptor (Phillips e
cols, 1990).

Outros estimulos para liberagédo de AVP podem ser: hipoglicemia (Baylis
e Robertson, 1980), nausea (Rowe e cols, 1979), dor (Kasting e cols, 1985) e
aumento da temperatura corporal (Kasting e cols, 1981). Mas os mecanismos
nao sao totalmente conhecidos. Sabe-se que o aumento da temperatura
corporal promove a liberagcdo de AVP em ratos e o aquecimento hipotalamico
promove aumento da concentragdo plasmatica em porcos (Forsling e cols,

1976 e Szczepanka-Sadowska, 1974).
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1.5. Relacéao entre HO, endotoxemia e AVP

Varios trabalhos tém demonstrado que o LPS promove aumento da
expressao da HO-1 em células do musculo vascular esquelético e em varios
orgaos de ratos endotoxémicos (Yet e cols, 1997, Pellacani e cols, 1998 e
Wiesel e cols, 2000). Ejima e cols sugerem que o aumento da expressao da
HO-1 ocorre pela ativagao da via da cicloxigenase 2 (COX-2), e camundongos
que nao expressam a COX-2 apresentam uma baixa expressao da HO-1 e sao
mais resistentes a inflamagao e morte induzidos por LPS (Ejima e cols, 2003).
Além disso, pacientes em estado critico de sepse apresentam aumento nas
concentragdes de carboxihemoglobina, o que sugere aumento na produgéo de
CO enddgeno (Zegdi e cols, 2002).

Durante o choque endotoxémico experimental, o LPS promove uma
resposta bifasica na liberacdo de AVP, levando a um aumento em sua
liberagdo até a segunda hora apdés a administragdo da endotoxina (Giusti-
Paiva, 2002 e Kasting e cols, 1985; Kasting, 1986 e Schaller e cols, 1985) e, a
partir dai, a liberagdo de AVP retorna a condi¢cdo basal. Estranho notar que o
retorno da liberacdo de AVP para a condicdo basal ocorre no momento em que
o valor de pressao arterial atinge suas cifras mais baixas.

Landry e colaboradores demonstraram que, em pacientes com choque
séptico avancado a concentracdo plasmatica de AVP é mais baixa que em
pacientes com choque cardiogénico, com valores pressoéricos semelhantes.
Esses autores sugerem existir uma deficiéncia de AVP nestes pacientes, o que
deve agravar a hipotensdo caracteristica do quadro clinico (Landry e cols
1997). Além disso, tem-se verificado que pacientes com choque séptico sao

muito sensiveis a acao pressora da infusdo endovenosa de AVP, a qual vem
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sendo recentemente recomendada no tratamento da hipotensao refrataria do
choque séptico (Landry e cols 1997; Malay e cols, 1999; Patel e cols, 2002).

Yet e cols verificaram que a administragao de ZnPP (inibidor n&do seletivo
da HO) em quantidade que nao inibe completamente a atividade da HO,
ameniza a hipotensao gerada pelo LPS em ratos anestesiados.(Yet e cols,
1997 e Wiesel e cols, 2000).

Moreto e cols demonstraram que a administragcao central de ZnDPBG
(inibidor ndo especifico da HO) heme oxygenase atenua muito dos efeitos da
endotoxemia induzida por LPS (Moreto e cols, 200).Porém nao se sabe ao
certo qual subrodutos especifico da via da HO (biliverdina, mondxido de
carbono e ferro) € o responsavel por estes resultados. Assim, nos propusemos
a estudar o efeito dos subprodutos da via HO sobre a pressdo arterial média
(PAM), frequéncia cardiaca (FC), temperatura corporal (Tc) e concentragao

plasmatica de AVP durante o choque endotoxémico.

2. Materiais e Métodos
2.1. Animais

Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre
230-300g, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto —
USP. Os animais foram mantidos em caixas plasticas com tampa aramada,
com dimensbes de 180mm de altura x 410mm de comprimento x 330mm de
largura. Cada caixa foi acondicionada em uma estante ventilada (Alesco Ind. E
Com. Ltda., Monte Mor, SP, Brasil), que permite controle de temperatura 25 +
2°C e iluminagao com ciclo claro-escuro de 12h. Foi permitido o acesso livre a

agua e a dieta comercial balanceada. Os animais foram mantidos em gaiolas
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conjuntas (5 animais por gaiola) até a transferéncia para gaiolas individuais no
dia anterior ao experimento.

Os procedimentos com animais, bem como os protocolos
experimentais deste estudo, foram aprovados pelo comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da
Universidade de Sao Paulo (protocolo 247/2005) estando, portanto, de acordo
com os principios éticos para uso de animais de laboratério.

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

Cada animal foi utilizado em apenas uma sessao experimental.

2.2. Cirurgias
2.2.1. Canulacéo do ventriculo lateral

Para possibilitar a injecdo de drogas no sistema nervoso central, os
animais receberam, através de cirurgia estereotaxica, implante de canula guia,
confeccionada a partir de agulhas hipodérmicas, sob anestesia geral uma
mistura de 0,8 ml de ketamina adicionada de 0,7 ml de xilazina (0,1 ml/100 g de
peso corporal intraperitonial). Apds incisdo da pele com auxilio de bisturi, o
tecido cerebral foi afastado e a calota craniana exposta, canulas de aco
inoxidavel de 0,7mm de didametro externo e 14mm de comprimento foram entao
inseridas no ventriculo lateral direito. Com base no atlas de Paxinos e Watson
(Paxinos e Watson, 1983) as canulas intracerebroventriculares foram
posicionadas utilizando-se as seguintes coordenadas:

Lateral: -1,5 mm;

Vertical: 3,6mm, a partir da superficie da calota craniana;

Antero-Posterior: -0,8 mm, posterior ao bregma.
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As canulas foram fixadas na calota craniana com o auxilio de parafusos
e acrilico autopolimerizavel (Simplex®), e o tecido foi fechado com pontos
simples.

ApoOs este procedimento os animais receberam a injegdo subcutanea
de 0,1ml de Benamine Injetavel Pet (antipirético, analgésico w antiinflamatorio)

e a injegao intramuscular de 0,3ml de Pentabidtico Veterinario pequeno porte.

2.2.2. Canulacéo da veia jugular

Os animais foram anestesiados com inje¢ao intraperitonial de solugao
de 2,2,2-tribomoetanol (Aldrich Chemical Company, Inc., Milwaukee, WI, EUA),
diluido em salina isotbnica livre de pirégenos, na dose de 25mg/100g de peso
corporal.

No dia anterior ao experimento, os animais tiveram a veia jugular
externa direita canulada através da técnica descrita por Harms e Ojeda [129],
sob anestesia geral com tribromoetanol (25 mg/100 g de peso corporal). Foram
utilizadas canulas de silastico com comprimento total de 10 cm, confeccionadas
com suporte para a fixagdo no musculo peitoral, permitindo que apenas 1,7 cm
de canula fosse inserido em diregao ao atrio direito. Apos tricotomia da regiao
supraclavicular direita, o trajeto da veia jugular externa podia ser identificado
por transparéncia, aplicando-se pressao leve acima da clavicula de modo a
obstruir o retorno venoso. Com incisdo pequena na pele, paralela ao trajeto
venoso, obtinha-se o0 acesso para a dissecg¢ao venosa. A canula foi introduzida
na luz vascular com a utilizacdo de agulha especialmente confeccionada para
adaptacao da canula de silastico a sua extremidade distal. Apds a transfixacao

venosa, o conjunto agulha-canula foi exposto através do musculo peitoral.
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Neste momento, a agulha foi desconectada, e, com tragdo leve, a canula foi
reposicionada dentro da luz vascular, sendo entdo fixada com fios de algodao
ao musculo peitoral, apés a verificagdo do retorno venoso facil através da
canula. Com o auxilio de um trocater, a extremidade distal da canula foi
exteriorizada na regido cervical dorsal através de um trajeto subcutaneo. No
local da incisdo cirurgica, os planos foram fechados em bloco com pontos
simples, utilizando-se fios de algodao. Apds este procedimento, a canula foi
lavada e preenchida com solugdo salina heparinizada (125 Ul/ml) para evitar
obstrugdo da mesma por sangue coagulado. Antes de desconectar a
extremidade distal da canula da seringa contendo a solugdo com heparina, a
oclusdo da mesma foi realizada por meio de lago, feito com o auxilio de pinga
cirurgica. Esta manobra visava dificultar o refluxo de sangue para dentro da
canula. Na maioria dos animais houve apenas sangramento discreto com esta
técnica cirurgica. Os animais que sofreram perdas sanguineas importantes, por
dificuldade com esta técnica, foram descartados. Através desta via, foram
realizadas as injecbes endovenosas de drogas. Apds a cirurgia, os ratos foram
transferidos para a sala de experimentos e mantidos sem manipulagao até o
inicio da sessao experimental na manha seguinte, com acesso livre a agua e

racao.

2.2.3. Canulacéo da artéria femural
Os animais foram anestesiados com injecao intraperitonial de solugao
de 2,2,2-tribomoetanol (Aldrich Chemical Company, Inc., Milwaukee, WI, EUA),
diluido em salina isotbnica livre de pirégenos, na dose de 25mg/100g de peso

corporal.
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No dia anterior ao experimento, os animais tiveram a artéria femoral
direita canulada para realizacdo de medidas de pressao arterial e freqiéncia
cardiaca. Foram utilizadas canulas confeccionadas de tubos de polietileno
(Intramedic®, Becton Dickinson and Co., Sparks, MD, EUA), composto por um
segmento de PE-10 de 4,5 cm de comprimento e didametros interno de 0,3 mm
e externo de 0,6 mm, ligado a outro segmento de PE-50 de 18,0 cm de
comprimento.

Apos tricotomia das regides inguinal direita e interescapular, o
animal foi fixado em uma mesa cirurgica. Uma incisédo transversal de 1,0 cm foi
feita na regido inguinal direita, e apds musculatura ser retraida, a artéria
femoral direita foi exposta, separada e individualizada do tecido conjuntivo ao
seu redor. Em seguida, foi realizada uma ligadura na parte distal e o
tracionamento na parte proximal. Uma pequena incisdo foi feita na parede
superior da artéria, por onde a canula foi introduzida, permitindo que 4,5 cm da
canula fosse progredindo em diregdo a aorta abdominal, e sua fixagado no local
foram feitas por ligaduras com fios de algoddo. A extremidade distal da canula
foi exteriorizada na regido interescapular através de um trajeto subcutaneo com
o auxilio de um trocater. Apos este procedimento, a canula foi lavada e
preenchida com solu¢cdo de salina isotbnica heparinizada (10U/mL) livre de
pirbgenos para evitar obstrugdo da canula por sangue coagulado. A oclusdo da
canula foi realizada por meio da introducéo de um arame ortodéntico inoxidavel
de 1,5 cm de comprimento e 0,7 mm de didmetro, visando dificultar o refluxo de
sangue para dentro da canula. No local da incisédo cirurgica, os planos foram
suturados em bloco com pontos simples, utilizando-se fios de algodao. Apods a

cirurgia, os ratos foram transferidos para a estante ventilada e mantidos sem
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manipulagéo até o inicio da sessao experimental na manha seguinte, com livre

acesso a agua e a ragao.

2.2.4. Implantacéo do Probe
Logo apds a cirurgia para canulagdo do ventriculo lateral direito, os
animais foram submetidos a uma laparotomia mediana para a insercdo de
sonda de biotelemetria (modelo ER-4000, Mini-Miter Co. Inc., OR, USA) na
cavidade peritoneal. A incisdo foi fechada com sutura simples e a sonda

implantada foi utilizada para a determinacédo da temperatura corporal.

2.3.Determinacéao da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

Para determinar a pressado arterial e frequéncia cardiaca foram
utilizados ratos que tiveram o ventriculo lateral, a veia jugular e a artéria
femoral canulados respectivamente para injecdo de drogas e medida da
pressao arterial e frequéncia cardiaca através de um transdutor de pressao
(Grass P23XL-1) e um poligrafo (Grass P122, EUA) acoplado a um

microcomputador, utilizando o programa Polyview (Astro-Med Inc, EUA).

2.4.Dosagem Hormonal
Ao término de cada experimento, os animais foram decapitados e
amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo 0,5 mL de heparina
(10U/mL) e mantidos em gelo. As amostras foram centrifugadas (1200 g, 4°C,
20 min) para a obtengdo do plasma. O plasma foi estocado a -70°C até o

momento das dosagens hormonais.
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A extracdo do horménio AVP foi realizada segundo técnica
descrita por Moreira e colaboradores (1995), utilizando-se 1,0 mL de plasma
adicionados de 2,0 mL de acetona gelada seguida de agitagdo continua por 20
segundos e centrifugagcdo (1200 g, 4°C, 25 min), sendo o sobrenadante
decantado em um tubo contendo 2,0 mL de éter de petrdleo e em seguida
agitado por 10 segundos e mantido em repouso por 5 minutos a 25°C para a
separacao das camadas. A camada superior foi aspirada com o auxilio de ma
bomba de vacuo (Modelo131-"4 CV, Prismatec, Sdo Paulo, SP, Brasil), a
camada inferior foi liofilizada num Speed Vac (RTV 4104, Termo Electron Co.,
Waltham, MA, USA) sendo as amostras estocadas a -20°C para posterior
dosagem por radioimunoensaio (RIE).

No dia da realizagdo do RIE, as amostras foram ressuspensas em 250
uL de tampéao AVP (tampao TRIS 0,05M com albumina humana 0,25%), sendo
que, 100 puL do ressuspenso foram utilizados para o ensaio, em duplicata.

No RIE, a AVP foi marcada com '®I, tendo sido utilizadas 2000
cpm/100 ulL, com um volume final de incubacéo foi de 500 uL durante quatro
dias a temperatura de 4°C. O anti-soro utilizado (primeiro anticorpo de coelho
anti-AVP) foi especifico para o horménio analisado sem reagao cruzada com
outros peptideos. Foram adicionados 100,0 puL do primeiro anticorpo nas
amostras desconhecidas e os tubos foram agitados e incubados a 4°C durante
24 horas. O horménio marcado (100uL) foi adicionado aos tubos e estes foram
agitados e incubados novamente por 24 h a 4°C. O horménio marcado foi
separado do ndo marcado com o auxilio da técnica de anticorpo secundario
(anticorpo antigamaglobulina de coelho produzido em cabra) especifico para

AVP. Apos a adigao de 100 uL do segundo anticorpo, estes foram reincubados
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por 24 h a 4°C, e no dia seguinte, apds incubagao de 4 a 6 horas pela adicao
de 1,0 mL de polietilenoglicol (PEG 6,25%), as amostras foram centrifugadas
(1200 g, 4°C, 25 min) e o sobrenadante foi aspirado. A radioatividade no
precipitado foi determinada com o auxilio de um contador gama (Cobra Il Auto-
Gamma, Packard Canberra Co., Meriden, CT, USA). Todas as amostras de um
mesmo experimento foram dosadas em um mesmo ensaio. A dose minima
detectavel foi de 0,4 pg/mL, o erro intra-ensaio foi de 2,7% e o erro interensaios

foi de 17%.

2.5.Temperatura Corporal

Em todos os protocolos experimentais a temperatura corporal foi
monitorada por biotelemetria (Mini-Miter Co, Inc., Sunriver, OR). Os animais,
previamente implantados com a sonda de telemetria, foram mantidos em
caixas individuais nas condi¢cdes experimentais no dia anterior ao experimento.
As caixas contendo os animais foram colocadas sobre as placas receptoras de
telemetria (atenas, modelo ER-4000, temperatura; Mini-miter, Sunriver, OR,
EUA), as quais estavam conectadas a um microcomputador. Os dados foram
adquiridos pelo computadpr e processados pelo programa Vital View (Mini-
Miter Co. Inc., Sunriver, OR). Os registros foram feitos a intervalos de 15
minutos durante um periodo de 1 hora anterior, até 6 horas apds o tratamento

com LPS.

2.6.Drogas
As drogas utilizadas nestes experimentos foram: Lipopolissacarideo de

E. coli sorotipo 026:B6 (Sigma), 1,5 mg/kg (diluido em salina (0,9% de NaCl)
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livre de pirdgenos) administrado por via endovenosa (e.v.). As drogas
administradas intracerobroventricular (icv) foram: Bileverdina (Porphyrin
Produtos) dissolvida em 50 mmol/l de Na,CO; e estocada em recipiente
protegido da luz, Deferoxamine mesylate, Ferro Cloridrico (FeCI3) dissolvida
em 50 mmol/l de Na,CO3; e estocada em recipiente protegido da luz obtido da
Sigma e salina saturada de CO, um tubo contendo 10ml da salina estéril
mantido em gelo foi borbulhado com CO por 20 minutos.

Todas as drogas administradas icv foram administradas utilizando-se

seringas Hamilton de 10 pl e 0 volume de droga administrado foi de 4pl.

2.7.Andlise dos resultados
Todos os valores foram expressos como média + E.P.M. As variacdes
nos valores foram analisadas por um teste de variancia e a diferenca entre as
médias por um teste de Tuckey. Foram considerados significativos valores de

p<0,05.

2.8.Protocolos Experimentais

Protocolo 1: Determinacado do efeito da administracdo de biliverdina sobre

aliberacdo de AVP durante o choque endotoxémico.

Os animais foram divididos em 4 grupos. O 1° grupo recebeu
administragdo intracerebroventricular (icv) de biliverdina 152nmol em um
volume final de 4pl e intravenosa (iv) de LPS 1,5mg/kg de peso. O 2 2 grupo
recebeu administracao icv de NA,CO3 50nM em 4l e iv de LPS 1,5mg/kg de

peso. O 3 ¢ grupo recebeu a administragdo icv de biliverdina 152nmol em um
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volume final de 4pul e iv de salina isoténica estéril (SIE) 1ml, e o 4° grupo
recebeu administracdo icv de NA,CO3;50nM em 4ul e iv de SIE 1ml.

Todas as drogas administradas icv foram administradas 30 minutos
antes da administracado de LPS.

Os animais foram decapitados 1, 2, 4 e 6 horas apds a administragao
de LPS. Apdés a decapitacdo o sangue foi coletado para as posteriores
dosagens .

A AVP do plasma dos animais decapitados foi extraida e as amostras
foram liofilizadas e armazenadas a -20°C para posterior dosagem de AVP por

RIE.

Protocolo 2: Determinacdo do efeito da administracdo de ferro sobre a

liberacdo de AVP durante o choque endotoxémico.

Os animais foram divididos em 4 grupos. O 1° grupo recebeu
administracao icv de cloreto de ferro 152 nmol em um volume final de 4pul e iv
de LPS 1,5mg/kg de peso. O 22 grupo recebeu administragao icv de 4pul de SIE
e ivde LPS 1,5mg/kg de peso. O 3°grupo recebeu administragao icv de cloreto
de ferro 152 nmol em 4yl e iv de SIE 1ml, e o 4° grupo recebeu administragao
icv de 4ul de SIE e iv de SIE 1ml.

Todas as drogas administradas icv foram administradas 30 minutos
antes da administracado de LPS.

Os animais foram decapitados 1, 2, 4 e 6 horas apds a administragao
de LPS. Apés a decapitacdo o sangue foi para as posteriores dosagens

hormonais.
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A AVP do plasma dos animais decapitados foi extraida e as amostras
foram liofilizadas e armazenadas a -20°C para posterior dosagem de AVP por

RIE.

Protocolo 3: Determinacdo do efeito da administracdo de salina saturada

de CO sobre a liberacdo de AVP durante o choque endotoxémico.

Os animais foram divididos em 4 grupos. O 1° grupo recebeu
administragao icv de 4ul de salina saturada de CO e iv de LPS 1,5mg/kg de
peso. O 2 ¢ grupo recebeu administragdo icv de SIE 4pl e iv de LPS 1,5mg/kg
de peso. O 3°grupo recebeu administragéo icv de 4u de salina saturada de CO
e iv de SIE 1ml, e o 4° grupo recebeu administragdo icv de SIE e iv de SIE
1ml.

Todas as drogas administradas icv foram administradas 30 minutos
antes da administracdo de LPS.

Os animais foram decapitados 1, 2 e 3 horas apds a administragao de
LPS. Apds a decapitagado o sangue foi coletado para as posteriores dosagens
hormonais.

A AVP do plasma destes animais foi extraida e as amostras foram

liofilizadas e armazenadas a -20°C para posterior dosagem de AVP por RIE.

Protocolo 4: Determinacao do efeito da administracdo de biliverdina sobre

a pressao arterial média e frequéncia cardiaca durante o choque

endotoxémico.

Os animais foram divididos em 4 grupos e o tratamento de cada grupo

sera o mesmo tratamento utilizado no protocolo 1.
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A pressao arterial média e a frequéncia cardiaca foram registradas a

cada 15 minutos por um periodo de 6 horas apds a administragcao de LPS.

Protocolo 5: Determinacdo do efeito da administracdo de ferro sobre a

pressdo arterial média e frequéncia cardiaca durante o choque

endotoxémico.

Os animais foram divididos em 4 grupos e o tratamento de cada grupo
sera o mesmo tratamento utilizado no protocolo 2.
A pressao arterial média e a frequéncia cardiaca foram registradas a

cada 15 minutos por um periodo de 6 horas ap6s a administracao de LPS.

Protocolo 6: Determinacdo do efeito da administracdo de salina saturada

de CO sobre a pressao arterial média e frequéncia cardiaca durante o

choque endotoxémico.

Os animais foram divididos em 4 grupos e o tratamento de cada grupo
sera o mesmo tratamento utilizado no protocolo 3.
A pressao arterial média e a frequéncia cardiaca foram registradas a

cada 15 minutos por um periodo de 6 horas ap6s a administracao de LPS.

Protocolo 7: Determinacado do efeito da administracdo de biliverdina sobre

atemperatura corporal durante o choque endotoxémico.

Os animais foram divididos em 4 grupos e o tratamento de cada grupo
sera o mesmo tratamento utilizado no protocolo 1.
A temperatura corporal foi registrada a cada 15 minutos por um periodo

de 6 horas ap6s a administragéo de LPS.
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Protocolo 8: Determinacdo do efeito da administracdo de ferro sobre a

temperatura corporal durante o choque endotoxémico.

Os animais foram divididos em 4 grupos e o tratamento de cada grupo
sera o mesmo tratamento utilizado no protocolo 2.
A temperatura corporal foi registrada a cada 15 minutos por um periodo

de 6 horas ap6s a administragcao de LPS.

Protocolo 9: Determinacdo do efeito da administracdo de salina saturada

de CO sobre a temperatura corporal durante o chogue endotoxémico.

Os animais foram divididos em 4 grupos e o tratamento de cada grupo
sera o mesmo tratamento utilizado no protocolo 3.
A temperatura corporal foi registrada a cada 15 minutos por um periodo

de 6 horas ap6s a administragéo de LPS.

3. Resultados
3.1. Determinacéo do efeito da administracao de biliverdina sobre
aliberacdo de AVP durante o choque endotoxémico.

Na Figura 5 podemos observar que a administragdo endovenosa de
LPS promoveu um aumento na liberacdo de AVP durante a primeira (p<0,05) e
segunda (p<0,001) hora. Apds a quarta hora da administragdo endovenosa de
LPS podemos observar que a concentracdo plasmatica de AVP se encontra
préximas aos valores basais, permanecendo assim durante a sexta hora.

Quando a Biliverdina € administrada centralmente observamos que o

aumento da concentragdo plasmatica induzido por LPS é mantido durante a
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primeira hora (p<0,001). Porém a administragdo central de Biliverdina acentua
o aumento da concentracdo plasmatica de AVP induzido por LPS durante a
segunda hora (p<0,001) e este aumento € mantido durante a quarta hora apos
a administragao de LPS (p<0,05).

A administragao central de Biliverdina ndo promoveu alteracido na

concentragao plasmatica de AVP quando comparada ao grupo controle.

B \/eiculo (icv)+salina (iv) I Biliverdina (icv)+salina (iv)
3 Veiculo (icv)+LPS (iv) 1 Biliverdina (icv)+LPS (iv)
25+

7 9
|_|
|_|

)

1
3+
Hx

Concentragdo plasmatica de
AVP (pg/ml)
(6]
1
33

o Al |
1.0 2.0 4.0 6.0
Tempo (hora)

Figura 5: Efeito da administragdo central de Biliverdina sobre a liberacéo
de AVP. Valores expressos como média +tEPM, n= 4 a 6 por grupo. Diferenca de
#p<0,05, ##p<0,01 e #H#p<0,001quando comparados com os grupos veiculo + salina;
diferenca de *p<0,05 e ***p<0,001 quando comparados com os grupos veiculo + LPS.

3.2. Determinacdo do efeito da administracdo central de ferro
sobre aliberacdo de AVP durante o choque endotoxémico.
Podemos observar na Figura 6 que a administracdo endovenosa de
LPS promoveu um aumento na concentracdo plasmatica de AVP durante a
segunda hora (p<0,001). Na quarta e sexta hora apds a administracéo de LPS

a concentragao plasmatica de AVP retornou aos valores basais.
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A administracdo central de ferro nao promoveu diferengca na
concentracao plasmatica de AVP.

Observamos que os animais que receberam a administracido central de
ferro nao apresentaram diferenca na concentragao plasmatica de AVP quando

comparados ao grupo controle (Veiculo+salina).

1 Veiculo (icv)+salina (iv) 1 \/eiculo (icv)+LPS (iv)

50: Ferro (icv)+salina (iv) . Ferro (icv)+LPS (iv)

HitH
I Hit#H

2.00 4.00 6.00
Tempo (horas)

Figura 6: Efeito da administracdo central de ferro sobre a liberagdo de
AVP. Valores expressos como média +EPM, n= 4 a 6 por grupo. Diferenca
###p<0,001quando comparados com os grupos veiculo + salina.

N w A
o o o
| | |

Concentracao plasmatica de
AVP (pg/ml)
2

3.3. Determinacdo do efeito da administracdo central de salina
saturada de CO sobre a liberacdo de AVP durante o choque
endotoxémico

Na figura 7 podemos observar que a administragdo endovenosa de

LPS promoveu um aumento na concentracdo plasmatica de AVP durante a
primeira (p<0,05), segunda ((p<0,001) e terceira (p<0,01) hora apds sua
administragao.

A administracdo central de salina saturada de CO n&o promoveu

diferenca na concentragao plasmatica de AVP induzida por LPS.
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A administracdo central de salina saturada de CO nao promoveu
diferenca na concentragao plasmatica de AVP quando comparada ao grupo

controle.

T salina (icv)+salina (iv) = salina (icv)+LPS (iv)
C—1CO (icv)+salina (iv) W CO (icv)+LPS (iv)

20+

AVP (pg/ml)
2

Concentragao plasmatica de

1.0 2.0 3.0
Tempo (horas)

Figura 7: Efeito da administracdo central de salina saturada de CO sobre a
liberagdo de AVP. Valores expressos como média *EPM, n= 4 a 6 por grupo.
Diferenca de ##p<0,01 e ###p<0,001quando comparados com os grupos veiculo +

salina.

3.4. Determinacao do efeito da administracdo de biliverdina sobre
a pressao arterial média e frequéncia cardiaca durante o
choque endotoxémico.

Na Figura 8a podemos observar que 15 minutos apds a administragéo
do LPS inicia-se queda progressiva da PAM que se mantém até o final do
experimento (horas).

Quando os animais foram pré tratados com administracdo central de
Biliverdina a queda da PAM induzida por LPS foi atenuada durante todo o

periodo de experimento.
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Na Figura 8b observamos que a administragdo de LPS leva ao
aumento da FC uma\hora e quinze minutos apds sua administragcdo e se
mantém aumentada até o final do experimento (horas). Quando os animais
receberam a administracao central de Biliverdina o aumento da FC induzido por
LPS foi acentuado.

—=— Veiculo (icv)+salina (iv) —=— Biliverdina (icv)+salina (iv)
—o0— Veiculo (icv)+LPS (iv) —o— Biliverdina (icv)+LPS (iv)

%’ 10
5 A |
£ i‘i Ty SSan s i
- /I K P
L ¢ ti.‘ 5% % N L
-oqL—)' -5 T ™o
t '10_ = 1T [ -~
< . oy W W o W
28 -154 b0 ...'. D I l * % gé?-'k
g '20_ L) il
E—25-|_|| |
< _304 #HtH ## I JL I
-35 . . . i . .
0 1 2 3 4 5 6

Tempo (hora)

Figura 8a: Efeito da administracdo central de Biliverdina sobre a PAM.
Valores expressos como média tEPM, n= 4 a 8 por grupo. Diferenga de ##p<0,01 e
###p<0,001quando comparados com os grupos veiculo + salina; diferenca de *p<0,05
**p<0,01 e ***p<0,001 quando comparados com os grupos veiculo + LPS.
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Figura 8b: Efeito da administracdo central de Biliverdina sobre a FC.
Valores expressos como média tEPM, n= 4 a 8 por grupo. Diferenga de #p<0,05 e

33



###p<0,001quando comparados com o0s grupos veiculo + salina; diferenca de
***p<0,001 quando comparados com os grupos veiculo + LPS.

3.5. Determinagdo do efeito da administragdo central de ferro
sobre a presséao arterial média e frequéncia cardiaca durante
0 choque endotoxémico.

Como podemos observar na Figura 9a quinze minutos apds a
administragao de LPS ocorre uma queda na PAM que se mantém até o final do
experimento. O pré tratamento com a administracdo central de ferro néao
promoveu diferenga na queda da PAM induzida por LPS.

Na Figura 9b podemos observar que administragao de LPS promoveu
um aumento da FC uma hora e quinze minutos apds sua administragcdo. A
administragcado central de ferrro promoveu acentuagdo do aumento da FC
induzido pelo LPS.

—o— Veiculo (icv)+salina (iv) —o— Ferro (icv)+salina(iv)
—=— Vejculo (icv)+LPS (iv)  —=— Ferro (icv)+LPS (iv)
104
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Figura 9a: Efeito da administragdo central de Ferro sobre a PAM. Valores
expressos como meédia +tEPM, n= 4 a 8 por grupo. Diferenca de ##p<0,01 e
###p<0,001quando comparados com os grupos veiculo + salina.
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Figura 9b: Efeito da administragcao central de Ferro sobre a FC. Valores
expressos como meédia +tEPM, n= 4 a 8 por grupo. Diferenca de ##p<0,01 e
###p<0,001quando comparados com o0s grupos veiculo + salina; diferenca de
***p<0,001 quando comparados com os grupos veiculo + LPS.

3.6. Determinacdo do efeito da administracdo central de salina
saturada de CO sobre a pressao arterial média e frequéncia
cardiaca durante o choque endotoxémico.

A administragdo endovenosa de LPS promoveu queda progressiva da

PAM uma hora e trinta minutos apds sua administragdo, esta queda da PAM
observada na Figura 10a se manteve até o final do experimento. A
administragcdo central de salina saturada de CO promoveu queda da PAM
durante o periodo de quarenta e cinco minutos a uma hora e quinze minutos
apos a administragao de LPS, apos este periodo a queda da PAM foi igual a do
grupo que recebeu veiculo+LPS.

Na Figura 10b podemos observar que a administragdo de LPS

promoveu aumento da FC apds quarenta e cinco minutos de sua
administragdo. O grupo de animais tratados com salina satura de CO n&o

promoveu diferenga no aumento da FC induzido por LPS.
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—o— salina (icv)+salina (iv) —=— salina (icv)+LPS (iv)
—o— CO (icv)+salina (iv) —=— CO (icv)+LPS (iv)
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Figura 10a: Efeito da administracao central de salina saturada de CO sobre
a PAM. Valores expressos como meédia tEPM, n= 4 a 6 por grupo. Diferenga de
##p<0,05 e ##p<0,01 quando comparados com os grupos veiculo + salina, diferenca
de *p<0,05 e **p<0,01 quando comparados com os grupos veiculo + LPS.

—0— salina (icv)+salina (iv) —=— salina (icv)+LPS(iv)
—0— CO (icv)+salina (iv) —=— CO (icv)+LPS (iv)
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Figura 10b: Efeito da administracao central de salina saturada de CO sobre

a FC. Valores expressos como média tEPM, n= 4 a 8 por grupo. Diferengca de
###p<0,001quando comparados com os grupos veiculo + salina.
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3.7. Determinacdo do efeito da administracdo central de
biliverdina sobre a temperatura corporal durante o choque
endotoxémico
Podemos observar na Figura 11, que a administragdo de LPS
promoveu uma ligeira queda na TC (quarenta e cinco minutos e uma hora apés
sua administragao), apés duas horas e trinta minutos da administracao de LPS
ocorreu um aumento progressivo da Temperatura corporal, que se manteve até
o final do experimento.

O grupo de animais pré tratados com a injegao central de biliverdina

nao apresentou diferenca na resposta da TC induzida por LPS.

—o— Veiculo (icv)+salina (iv)  —=— Veiculo (icv)+LPS (iv)
—o— Biliverdina (icv)+salina (iv) —=— Biliverdina (icv)+LPS (iv)
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Figura 11: Efeito da administragdo central de Biliverdina sobre a TC.
Valores expressos como média tEPM, n= 6 a 11 por grupo. Diferenga de ##p<0,05,
##p<0,01 ##H#p<0,001 quando comparados com os grupos veiculo + salina.

3.8. Determinagdo do efeito da administragdo central de ferro
sobre a temperatura corporal durante o choque

endotoxémico
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A administracido de LPS promoveu uma resposta bifasica na TC dos
ratos, como podemos observar na Figura 12, uma hora apds sua administragao
ocorre uma queda na TC que permanece até uma hora e trinta minutos. Porém
a partir da terceira hora ocorre um aumento da TC que se mantém até o fim do
experimento.

A administragcdo central de ferro n&o alterou a resposta da TC gerada

pela administracido de LPS.

—0— Veiculo (icv)+salina (iv)—=— Veiculo (icv)+LPS (iv)
—o— Ferro (icv)+salina (iv) —=— Ferro (icv)+LPS (iv)
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Figura 12: Efeito da administracao central de Ferro sobre a TC. Valores
expressos como média tEPM, n= 4 a 8 por grupo. Diferenca de ##p<0,05, ##p<0,01
###p<0,001 quando comparados com os grupos veiculo + salina.

3.9. Determinacdo do efeito da administracdo central de salina
saturada de CO sobre a temperatura corporal durante o
choque endotoxémico

Na Figurura 12 podemos observar a resposta bifasica da TC gerada

pela administracao de LPS. Dante o periodo de quinze minutos até uma hora e

quinze minutos ocorre uma queda da TC, duas horas e quinze minutos apos a
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administragao de LPS podemos observar uma aumento progressivo da TC que
se mantém até o fim do experimento.

Quando os animais foram pré tratados com inje¢ao central de CO, nao
foi observada diferenca em relacdo aos animais que receberam apenas

salina+LPS.

—0— salina (icv)+salina (ivy®— salina (icv)+LPS (iv)
—o— CO (icv)+salina (iv) —=— CO (icv)+LPS (iv)

40

Temperatura Corporal (OC)

Tempo (horas)

Figura 12: Efeito da administracao central de salina saturada de CO sobre a TC.
Valores expressos como média +tEPM, n= 5 a 8 por grupo. Diferenca de ##p<0,05, ##p<0,01
###p<0,001 quando comparados com os grupos veiculo + salina.

4. Discusséo

Este estudo foi realizado para avaliar qual dos subprodutos da via da
HO é responsavel por suas acgoes na liberagao de AVP, Tc, PAM e FC durante
o choque endotoxémico. Muitos trabalhos tém demonstrados os efeitos
neuroprotetivos, antiinflamatérios, antiapoptéticos e antioxidantes da HO
(Overhaus e cols, 2006; Otterbein e Choi, 2000 e Petrache e cols, 2000),
porém nao se sabe exatamente qual dos subprodutos desta via é responsavel
por suas acbes. Alguns autores tém sugerido que o CO seja um dos

responsaveis pelas a¢des da via da HO devido a semelhanca entre suas acdes
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e as acgbes do oxido nitrico (NO) (Mancuso, 2004; Otterbein e cols, 2003).
Entretanto alguns autores tém demonstrado a acédo antioxidante e
antiapoptotica da BV, sugerindo que esta também possa ser responsavel pelas
acgdes da via da HO (Neuzil e Stocker, 1994 e Ceran ecols, 2001).

A inibicdo da enzima HO em animais submetidos ao choque
endotoxémico promove a atenuagdo da queda da PAM induzida por LPS,
porém aumenta a deterioragdo de 6rgaos internos (figado, rins e pulmdes),
além de promover o aumento da mortalidade (Yu e Yao, 2008a). Estes autores
sugerem que a HO auxilia na melhora dos sintomas de pacientes com choque
septico devido a suas ag¢des antioxidantes, ja que a atenugdo da queda da PA
induzida por LPS ndo melhorou a fungcdo dos orgaos danificados pela
administragcdo de LPS. A administracdo de hemina (substrato da HO) vinte e
quatro horas antes da inducdo do choque endotoxémico reduz a disfuncao de
orgaos vitais como rins, figado e pulmdes, além de diminuir o derrame vascular
pulmonario e melhorar a disfungéo diafragmatica (Yu e Yao, 2008b).

Tamion e cols demontraram que a admnistracao de altas doses de
LPS promove aumeto da expressdo da HO-1 no coracgao, intestino e pulmdoes.
Ao administrar hemina vinte e quatro horas antes da administragcao de LPS
houve acentuacdo do aumento da espressao de HO-1 induzida por LPS nestes
orgaos. O pré-tratamento com hemina levou a uma melhora na disfungéo
destes 6rgaos e diminuiu a taxa de oxidantes. Os autores atribuem esta
melhora devido a diminuicdo de TNF-a e aumento de IL-10, j&4 que o TNF-a
inicia uma cascata de mediadores enddgenos levando a respostas

inflamatorias e metabdlica culminando em disfungéo dos 6rgéos e morte. Ja a
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IL-10 quando administrada exogenamente reduz a magnitude inflamatéria e

melhorar o suprimento dos érgaos (Tamion e cols, 2006).

Em nossos experimentos observamos que durante o choque
endotoxémico induzido pela administracdo de altas doses de LPS ocorreu
queda inicial na TC dos animais, seguido de um aumento da Tc apods
aproxidamente a terceira hora de sua administracdo. A administracdo de LPS
levou ainda a queda pronunciada da PAM, com consequente aumento da FC,
estes resultados corroboram com resultados obtidos na literatura (Giusti-Paiva
e cols, 2002 e Moreto e cols, 2004) Esta queda da PAM seria um estimulo
significante para o aumento da liberagdo da AVP, porém este aumento sé é
observado durante a segunda hora apds a administragcdo de LPS. Durante a
quarta e sexta hora apds a indugdo do choque endotoxémico, justamente
quando ocorre a queda mais pronunciada da PAM, as concentragdes
plasmaticas de AVP encontram-se em valores basais (Giusti-Paiva e cols, 2002
e Moreto e cols, 2004). Landry e cols compararam a concentragédo plasmatica
de AVP entre pacientes com choque septico e choque cardiogénico, eles
observaram que o grau de hipotensdo entre os dois grupos de pacientes era
semelhante, porém o grupo de pacientes com choque cardiogénico apresentou
concentracdo plasmatica elevada, enquanto que os pacientes com choque
septico apresentavam concentragdes plasmaticas de AVP em valores basais
(Landry e cols, 1997). Estes dados sugerem uma deficiéncia de AVP durante o
choque endotoxémico. Esta deficiéncia da concentracdo plasmatica de AVP
poderia ser devido a uma deplegao dos estoques neuro-hipofisarios de AVP,

porém Giusti-Paiva e cols demonstraram que o conteudo neurohipofisario de
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AVP em ratos submetidos ao choque endotoxémico é semelhante aos ratos

controles (Giusti-Paiva e cols, 2002).

4.1.CO

O CO pode ativar um sistema de segundo mensageiro e assim
mediar inumeros processos fisiolégicos como a ativagdo das proteino-kinases,
canais ibnicos e fosfodiesterases (Maines, 1997 e Wagener e cols, 2003). O
CO endogenamente exerce seus efeitos através da ativagdo da Guanilato
Ciclase soluvel (GCs) levando ao aumento intracelular de GMPc (Maines,
1997). Outra via de acdo do CO pode ser através da ativagdo da enzima
cicloxigenase (COX). Mancuso e cols ao administrar hemina em hipotalamos in
vitro verificaram aumento de PGE,, sugerindo o aumento da atividade da COX
(Mancuso e cols, 1998). Podemos especular que este aumento de PGE;
poderia agir no sistema nervoso central (SNC) promovendo febre. Steiner e
cols administraram centralmente salina satura de CO em animais sem
tratamento e verificaram um aumento da Tc destes animais durante 30 minutos
e 1 hora apds sua administracéo (Steiner e cols, 1999).

Porém como podemos observar na Figura 12, a administragdo
central de salina saturada de CO n&o promoveu nenhuma alteragdo na Tc nem
de animais controles assim como animais que receberam a administracdo de
LPS. Essa resposta ndo esperada pode ser causada devido a baixa
quantidade de CO liberado pelo cérebro ou pela rapida difusdo do gas para
fora do cérebro devido a alta afinidade do CO pela hemoglobina.

Alguns trabalhos demonstraram que a administragdo de inibidores

nao seletivos da via da HO promove inibicgdo de hormdnios como AVP e
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corticotrofina (Kostoglou-Athanassiou e cols, 1998 e Mancuso e cols, 1999;
Moreto e cols, 2004) tanto in vivo quanto in vitro. Estes autores sugerem que o
CO poderia ser o subproduto da via da HO responsavel por essa acao inibitoria
sobre a liberacdo hormonal devido a suas agdes neurotansmissoras e
neuromoduladoras semelhantes ao NO (Marks e cols, 1991). Animais expostos
a inalacdo de CO apresentaram queda na inducdo de interleucinas pro-
inflamatérias como TNF-a, IL-18 e IL-6 durante inflamagdao pulmonar
(Otterbein, 19990. Esta mesma resposta foi observada em culturas de
macrofagos tratadas com LPS e expostas ao CO, a exposigcdo ao CO levou a
uma atenuagédo do aumento de TNF-a e IL-1B induzido por LPS (Otterbein,
2000), esta via de sinalizacdo do CO em macrofagos néo envolve a via GCs-
GMPc, mas sim através da ativagdo da via MAPK p38 (Otterbein, 2000).

A IL-1B tem efeito estimulante sobre a secre¢do de AVP em neuro-
hipofises estimuladas eletricamente em preparagdes in vitro (Chirstensen,
1990). Além disso, Pow e cols demonstraram a presenga de microglia na
neuro-hipéfise de ratos, sugerindo a possibilidade do LPS estimular a secre¢ao
de IL-1 pela microglia levando a secregéo de AVP (Pow e cols, 1990). Estes
dados sugerem que o CO através da diminuigdo da IL-1B levaria uma
atenuacdo da liberacdo de AVP induzida por LPS. Entretanto em nossos
resulatadoa (Fig: 7) ndo observamos nenhum efeito da administracao central
de salina saturada de CO sobre o aumento da concentracdo plasmatica de
AVP induzida por LPS.

Vaérios autores tém sugerido que o CO, produzido endogenamente pela
acao da heme oxigenase (HO), tem participagdo na queda da PA induzida por

LPS. Esta hipdtese é refor¢cada pelo fato de que inibidores da HO promovem
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aumento da PA de ratos normais, e esse aumento & duas vezes maior em ratos
geneticamente hipertensos (Seki e cols, 1997). Estes dados sugerem que o
aumento da HO pode promover queda da PAM.

Durante a endotoxemia induzida por LPS ocorre um aumento do RNAm
da HO-1 em células da musculatura vascular lisa e células endoteliais de vasos
sanguineos grandes e pequenos (Yet e cols, 1997). Este aumento também foi
verificado em varios 6rgaos durante a endotoxemia (Pellacani e cols, 1998).
Sendo assim, a queda da PAM durante a endotoxemia pode ocorrer devido a
uma acao direta da HO. Em um trabalho desenvolvido por Yet e cols foi
observado que, duas horas apdés a administracdo intraperitoneal de LPS,
ocorre um aumento da atividade e do RNAm da HO no musculo vascular
aodrtico. Este aumento coincide com o periodo em que a PAM estava diminuida.
Porém, quando o inibidor da HO foi administrado, esta queda da PAM foi
abolida (Yet e cols1997). Este aumento da atividade da HO poderia estar
induzindo a queda do ténus vascular, promovendo assim a queda da PAM
durante o choque endotoxémico.

A administragcdo exogena de CO promove uma queda na vasoconstrigao
induzida por fenilefrina (um vasoconstritor potente) em vasos arteriais renais
(Kaide e cols, 2001). Sammut e cols observaram em seu experimento que a
administragao de inibidor da HO eleva o grau de constricdo em anéis adrticos
tratados com fenilefrina. Porém, a constricdo induzida por fenilefrina é
amenizada quando um doador da HO é adicionado (Sammut e cols, 1998).

Wiesel e cols verificaram que quatro e vinte e quatro horas apods a

administracdo de LPS o grupo de ratos knockout para a HO-1 apresentaram
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um grau menor de hipotensao quando comparados a animais controles (Wiesel
e cols, 2000).

Estes autores sugerem que a agao hipotensiva da HO ocorra através da
acao do CO. O CO promove aumento da via GCs-GMPc, o que leva a queda
do ténus vascular (Ryter e cols, 2002, Mancuso, 2004).

Em nossos experimentos a administracao central de salina saturada de
CO (Fig:10a) antecipou a queda da PAM induzida por LPS (durante o periodo
de 45 minutos a uma hora e quinze minutos). Porém nao houve diferenga no
aumeto da FC induzida por LPS (Fig: 10b).

O efeito vasodilatador do CO foi postulado em 1978, quando
observaram que o CO promoveu vasodilatagdo em vasculatura pulmonar em
condicdes de normoxia e durante a hipoxia o CO reduziu a vasoconstricdo da
vasculatura pulmonar (Sylvester e McGowan, 1978). McGrath e Smith
demonstraram a acdo do CO em outros vasos, como na vasculatura coronaria
(McGrath e Smith, 1984). Esta agdo do CO pode ser através da ativagéao da via
GCs-GMPc, os quais tem propriedades vasodilatadoras (Morita e cols, 1995;
Ryter e cols, 2002, Mancuso, 2004), ou por um caminho independente desta
via, a qual promove estimulagédo dos canais de K ativados por Ca (Wang e cols,
1997; Kaid e cols, 2001).

Morita e cols também demonstraram a acao inibidora do CO sobre a
Endotrlina -1 (E-1) um potente vasoconstritor, promovendo assim a modulagao
do ténus vascular e PAM (Morita e cols,1995).

Estes dados sugerem que a administragdo central de CO promove
controle do ténus vascular, levando a queda da PAM. Porém devido a rapida

difusdo do CO para fora do cérebro devido a sua alta afinidade pela
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hemoglobina, ndo podemos afirmar que o CO seja o responsavel pela queda
da PAM durante o choque endotoxémico induzido por LPS. Os CORMS, sao
substancias desenvolvidas recentemente, que promovem a liberacdo de CO,
esta substancia talvez seja mais efetiva na avaliagdo do CO nos proximos

trabalhos.

4.2.Ferro (Fe?"

O ferro quando em altas quantidades pode causar danos celulares
devido a sua acao pré-oxidante (Wagener e cols, 2003). O ferro aumenta a
taxa de radicais hidroxil reativos, desde que participe da reagdo com fenton, a
qual envolve H,O, e assim o ferro reage com uma variedade de moléculas
organicas resultando em grande quantidade de radicais livres (Tyrrell, 1999;
Alayash e cols, 2001). Porém o ferro gerado pela acdo da HO parece ter
justamente efeito anti-oxidante. A geracéo de ferro pela agdo da HO, leva ao
aumento da ferritina, que captura o excesso de ferro livre (Mancuso, 2004).

Durante a sepse tanto em adulto quanto em criangas ¢é verificado um
aumento de ferrintina, indicando aumento do sequestro do ferro (Garcia e cols,
2007; Bullen e cols, 2005). Durante a sepse ocorre aumento da via da HO e
consequentemente aumento de ferro. O ferro em grandes quantidades
promove aumento da ferritina e o LPS por promover o aumento de espécies de
oxigénio ativo (ROS) leva ao aumento da ferritina (Mehlhase e cols, 2006).
Estes dados sugrem que o aumento da via HO-ferro induzido por LPS promove
efeito anti-oxidante durante o choque endotoxémico.

Outra acao do excesso de ferro livre observado durante a sepsi, € o

aumento da viruléncia e diminui¢do da agao antibactericida do soro sanguinio.

46



Em nossos experimentos observamos que a administracdo central
de ferro, ndo promoveu alteracbes nas respostas induzidas por LPS na
concentragao plasmatica de AVP, Tc e PAM (Fig:6, 92,12, respectivamente).
Porém observamos a acentuagao do aumento da FC induzida por LPS (Fig:12).
Podemos especular que este aumento da FC ocorre devido a sua acao
citoprotetiva ao estimular o aumento da ferretina, aumentando assim o
sequestro de ferro livre no 6rgao, culminando em queda de producgédo de ROS,

que sao deletérias as células.

4.3.Biliverdina (BV)

Muitos trabalhos tém demonstrado a acao antioxidante, antiinflamataria
e citoprotetiva tanto da BV, assim como o produto de sua degradacdo a BR
(Neuzil e cols, 1994; Otterbein e cols, 2003; Overhaus e cols, 2006; Andrews e
cols, 2005).

O excesso de BV (quando excede a concentragao de 300uM) resulta em
efeitos patolégicos para varios tecidos, assim como no caso de doencgas
ictiricia (Minetti e cols, 1998). Porém na medicina chinesa calculos biliares de
vaca secos, conhecidos por Niu Huang, tém sido utilizados tradicionalmente
contra inflamagdes agudas (Kadl e cols, 2007). Individuos com altos niveis de
biliverdina ou com sindrome de Gilbert, uma desordem genética que resulta em
hiperbilirrubinia, apresentam menos riscos em desenvolver doengas vasclares
que individuos normais (Vitek e cols, 2006 e Vitek e cols, 2002). Estes dados
juntos sugerem a acéo protetora da BV em doencas.

Na Figura 5 podemos observar que a administragdo central de BV

promoveu um aumento da concentragdo plasmatica de AVP durante a segunda
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e quarta hora apds a administragao de LPS, quando comparado ao grupo que
recebeu apenas veiculo+LPS. Podemos especular que esta acdo da BV ocorra
através da inibicdo da estimulagdo da enzima oxido nitrico sintase (iNOS) e
consequente diminuigdo da producgao de oxido nitrico (NO).

O NO tem uma agao inibitoria sobre a liberagdo de AVP. Tem sido
demonstrado que a administragdo central de inibidor da NOS promove um
aumento na liberagcdo de AVP em animais intactos (Kadekaro e cols, 1998).
Durante o choque endotoxémico o NO produzido pela iNOS leva a inibicao da
liberacdo de AVP. Esta hipdtese é reforcada pelo fato de que a administracao
central de aminoguanidina (inibidor especifico da iINOS) promove um aumento
da concentracdo plasmatica de AVP durante a quarta e sexta hora apéds a
administracao de LPS (Giust-Paiva, 2002), sugerindo assim uma agao inibitéria
do NO sobre a liberacdo de AVP. A BV inibe a expressdo da iNOS (oxido
nitrico sintase) e a liberagdo de NO tanto in vivo quanto in vitro (Wang e cols,
2004).

Estes dados sugerem que a BV poderia aumentar a liberagdo de AVP
devido a inibigdo da liberagdo de NO.

Trabalhos antigos tém sugerido que durante a endotoxemia ocorre um
déficit na atividade simpatica levando a supressdao do barorreflexo e
consequente prejuizo na secregdo de AVP (Garrad e cols, 1993; McCann e
cols, 1994; Itoh, 1980 e Okuno e cols, 1965).

A dministracdo central de BV promoveu atenuacdo da queda da PAM
induzida por LPS (Fig: 8a) a partir de quinze minutos apds a administracéo do
LPS, mantendo-se assim até o fim do experimento. O pré-tratamento com a BV

também acentuou o aumento da FC induzida por LPS (Fig:8b). Alguns
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trabalhos demonstram que a administracdo de LPS promove aumento da
liberagdo de TNFa (Forfia e cols, 1998; Meldrum, 1998). O TNFa promove
diminuicao da contrabilidade miocardica, redugao da fracdo de ejegao cardiaca,
hipotensao e diminuigdo da resisténcia vascular periférica (Ellrodt e cols, 1985
e Jha e cols 1993). Alguns autores demonstraram que a administragcao de BV
leva a inibi¢do da producédo de TNFa (Kadl e cols, 2007 e Wang e cols, 2004).
Baseados nestes trabalhos podemos sugerir que a BV promove atenuagao da
queda da PAM durante o choque endotoxémico através da inibicado da inducao
de TNFa induzida por LPS.

Porém a administracao de biliverdina ndo alterou a Tc induzida por LPS,
estes dados confirmam resultados obtidos por Steiner e cols em ratos que

receberam baixas dose de LPS (Steiner e cols, 2000).
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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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