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RESUMO

O LPS, um componente da parede celular de bactérias Gram-negativas, induz uma
série de mudancas fisioldgicas e patoldgicas que alteram a homeostase do organismo. Esse
trabalho mostra os efeitos inibidores da administracdo de doses subsépticas de uma
endotoxina bacteriana (25, 50, 100 ¢ 300 png/Kg de p.c.) sobre a ingestdo preferencial de sodio
em teste de privacdo de 4gua e alimento por 36 horas e aumento na concentracdo plasmatica
de ocitocina (OT) e nitrato (NO3’), um dos metabdlitos exclusivos de 6xido nitrico (NO).
Além de teste associado de ingestdo de agua foram também avaliadas a osmolalidade
plasmética e os niveis circulantes de sédio (Na*) e potassio (K) sem, no entanto,
apresentarem alteracOes significativas. Ratos machos Wistar (270-300g) foram submetidos ao
protocolo de privacdo de agua e alimento por 36 h, sendo que 30 min antes do final deste
periodo receberam (via i.p.) doses subsépticas de LPS (25, 50, 100 ou 300 pg/Kg; Escherichia
coli EH100). Apds um periodo (2 h) de re-hidratacéo parcial foi oferecido por mais 1 hora
agua e NaCl 1,8%. Os animais foram sacrificados e amostras de sangue foram coletadas para
posterior analise de NO, OT, Na', K" e osmolalidade plasmatica através das técnicas de
Quimiluminescéncia NO/Ozonio, RIE, fotometria de chama e osmdmetro respectivamente.
Os resultados sdo expressos como média + EPM e as diferencas estatisticamente significantes
(*p<0,05, ***p<0,001) foram avaliadas por Teste t e ANOVA. Da dose minima (25 pg/Kg) a
maxima (300 pg/Kg) ocorreu inibicdo de 71,6% a 92,6% do apetite ao sodio, respectivamente.
Em contraste, observamos que a endotoxina estimulou de maneira dose-dependente a
producdo periférica de nitrato (minimo de 52,28% e méximo de 244%) e OT (minimo
196,04% a maximo 1063,40%). O aumento de nitrato mostrou a eficacia do LPS em estimular
a producéo sistémica de NO, independente das concentragdes utilizadas serem consideradas
subsépticas, e, portanto, ndo devem ter induzido alteracbes hemodinamicas substanciais. Estes
efeitos ndo foram seguidos de variagBes na ingestdo de agua, nos niveis de Na’, K* e
osmolalidade plasmatica, sugerindo que a elevagdo da concentracdo plasméatica de OT ndo
estaria relacionada a um estimulo osmoético. Em contrapartida, a inibicdo na ingestéo
preferencial de sodio poderia estar relacionada a estimulacdo da secre¢do de OT, um
neurohormdnio reconhecidamente inibidor da ingestdo de sal. Finalmente, este estudo
mostrou que doses subsépticas de LPS podem induzir déficit na reposicéo de sodio (apos re-
hidratacdo parcial) relacionado ao aumento na secregdo de OT de forma independente de
variagdes nos niveis plasmaticos de Na*, K* e osmolalidade.

Palavras-chave: Lipopolissacarideo, Ocitocina, Oxido Nitrico, Ingestdo de Agua e Sodio.



ABSTRACT

LPS, a cell wall component of gram-negative bacteria, induces series of physiology
and pathology changes that alter the organism’s homeostasis. This work shows inhibitory
effects on the administration of subseptic doses of a bacterial endotoxin (25, 50, 100 e 300
ng/Kg of body weight) on the preferential intake of sodium in water and food’s deprivation
test for 36 hours and increase in plasma concentration of oxytocin (OT) and nitrate (NO3’),
one of the exclusive metabolic of nitric oxide (NO). Beyond water intake related tests, plasma
osmolality and levels of sodium (Na") and potassium (K*) were evaluated and did not show
significant alterations. Male Wistar rats (270-300 g) were submitted to water and salt
deprivation protocol for 36 hours, and 30 minutes before the end of this period rats received
(intraperitoneal) subseptic doses of LPS (25, 50, 100 ou 300 pg/Kg; E. coli EH100). After a
period (2 h) of partial re-hidratation, water and NaCl 1,8% were offered for another hour. The
animals were sacrificed and blood samples were collected for posterior analysis of NO, OT,
Na®, K" and plasma osmolality through the Chemiluminescence NO/Ozonio,
Radioimmunoassay, flame photometry and osmometer techniques, respectively. The results
are expressed as mean + SEM and statistically significant differences (*p<0,05, ***p<0,001)
were evaluated through t Test and ANOVA. From minimum (25 pg/Kg) to maximum (300
Mg/Kg) doses, sodium intake inhibition of 71,6% to 92,6% were observed, respectively. On
the other hand, we observed that endotoxin has stimulated peripheral production of nitrate in a
dose-dependent manner (minimum of 52,28% and maximum of 244%) and OT (minimum
196,04% to maximum 1063,40%). This nitrate’s increase showed the efficacy of LPS on
stimulating systemic production of NO, even with subseptics concentrations that should not
have induced substantial hemodynamics alterations. These effects were not followed by
variations in the water intake, in the levels of plasma of Na*, K* and osmolality, suggesting
that elevation of plasma concentration of OT would not be related with an osmotic stimulus.
Otherwise, the inhibition in the preferential intake of sodium could be related to stimulation of
OT secretion, a neurohormone that inhibits salt intake. Finally, this work has shown that
subseptics doses of LPS can induce salt reposition deficit (after partial re-hidratation) related
to the increase of OT secretion, independent on different levels of Na*, K™ and osmolality

plasma.

Key-words: Lipopolysaccharide, Oxytocin, Nitric Oxide, Water and Sodium Intake.
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1. INTRODUCAO

1.1. Regulagéo do Balango de Sédio e Agua no Organismo

A manutengdo da osmolalidade plasmética e a regulagdo de volume dos Vvarios
compartimentos do organismo sdo fundamentais para manter os animais em condi¢Oes
fisioldgicas. A constancia do meio interno é mantida basicamente pelo controle da ingestao e
excrecdo renal de sal e &gua. As alteragdes do volume do liquido extracelular, volemia e
pressdo sanguinea também constituem um estimulo importante para a ingestdo de agua, porém
com menor eficiéncia (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

Em condicbes de hiperosmolalidade sdo ativados mecanismos de indugédo da sede
mediados por angiotensina Il (ANG 1l) e redugdo da excrecdo urinaria de 4gua mediada por
vasopressina (AVP), por outro lado mecanismos que inibem o consumo adicional de soluto e
mecanismos que induzem a excrecdo de sodio (Na*) sdo mediados, principalmente, pela
ocitocina (OT) e peptideo natriurético atrial (ANP) (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

Estudos sugerem que o hipotalamo funciona como uma balanga equilibrada por forcas
estimulatorias ou inibitdrias provenientes de estruturas extra-hipotalamicas preponderamente
limbicas, sendo que o hipotdlamo antero-medial atuaria estimulando a reposicdo de sal,
enquanto que o hipotalamo antero-lateral atuaria inibindo essa reposi¢éo a partir de perdas ou
ganhos de sddio circulante. A &rea septal e o bulbo olfatério atuariam estimulando &reas
inibidoras da amigdala e do hipotalamo, reforcando uma ag&o inibitdria na reposicdo de sal
ativada por essas areas (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

No hipotélamo, os sensores que detectam variacdes de osmolalidade e concentragédo de
sodio estdo localizados, principalmente, em Orgdos circunventriculares (OCVs). Estes
neurdnios especializados estdo conectados ao sistema Renina-Angiotensina central e podem
ser modulados pelo sistema Renina-Angiotensina sistémico. A sede pode ser eliciada por
ativacdo destes neurdnios ou por ativacdo dos neurdnios angiotensinérgicos diretamente
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

O aumento da concentracdo de sodio ou de outro soluto osmoticamente ativo pode
ativar o sistema Hipotalamo-Neurohipdfise a uma resposta neuroenddcrina que resulta em

correcBes da osmolalidade plasmética pela perda renal de sddio estimulada por ocitocina,
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peptideo natriurético atrial e vasopressina ou retengdo renal de agua induzida por AVP
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

O sistema Hipot&lamo-Neurohipofisario esta localizado na parte medial do hipotalamo
anterior e compreende o nucleo paraventricular (PVVN) em par, um de cada lado da parede
dorso-lateral do terceiro ventriculo e o ndcleo supra-6ptico (SON), também pareado. Os
pericérios dos neurénios magnocelulares responsaveis pela sintese e liberacdo de OT e AVP
estdo localizados em ambos os nucleos PVN e SON. O PVN contém neurdnios
preponderantemente ocitocinérgicos e o SON, vasopressinérgicos. Os ax0nios desses
neurdnios formam o trato hipotdlamo-hipofisério, os quais se encerram na neurohipofise.
Alguns desses axonios terminam na eminéncia mediana em justaposicdo aos capilares das
veias portais, mas, a maior parte projeta-se para o lobo neural (BROWNTEIN et al., 1980;
RENAUD & BOURQUE, 1991; ARMSTRONG, 1995; HATTON, 1997). A AVP e OT
liberadas na eminéncia mediana séo transportadas pelos vasos portais ao lobo anterior da
glandula pituitaria onde eles atuam estimulando a liberacdo de horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) e prolactina (PRL), respectivamente (MCCANN et al., 1959; MCCANN, 1999). A
OT e AVP liberadas pelo lobo neural séo transportadas, em parte, pelos vasos portais curtos
ao lobo anterior, e conduzidas no sangue que parte de ambos os lobos pelas veias hipofisérias
que retornam ao cora¢do (PORTER et al., 1983).

A OT e AVP séo sintetizadas e liberadas por neurbnios magnocelulares
neurosecretores classificados em subtipos produtores de AVP e OT. Recentes evidéncias para
experimentos qualitativos de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) em
unidades celulares confirmaram o fato da maioria dos neurGnios magnocelulares co-
expressarem mMRNAs para ambos o0s peptideos. Além disso, essas expressdes foram
encontradas virtualmente em todos os neurdnios magnocelulares no SON do hipotalamo.
Mudangas no padréo de descarga e freqliéncia de neurdnios magnocelulares em resposta a
significativos estimulos fisioloégicos regularam os niveis circulantes de seus hormonios
secretados (RENAULD & BOURQUE, 1991; GRINDSTAFF et al., 2000).

O papel da OT na natriurese e a liberagdo de ANP estimulada por expansdo de volume
foram cuidadosamente investigados (HAANWINCKEL et al., 1995). Em ratos submetidos a
sobrecarga hidrica e diurese continua, a OT induziu significativo aumento proporcional & dose
na excrecdo de sddio e potéssio, na osmolalidade urinaria e diminuigdo no volume urinario. A
concentragcdo de ANP plasmético aumentou significativamente ap6s a injecdo intraperitoneal
(i.p.) ou intravenosa (i.v.) de OT, a qual gerou uma intensa resposta natriurética. A expansdo

do volume sanguineo (BVE) provocada por injecOes intra-atriais de solucdo salina induziu um
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rpido aumento da concentragdo de OT e ANP no plasma e concomitante diminui¢do nos
niveis de AVP plasméatica (HAANWINCKEL et al., 1995). Quando uma expanséo de volume
hipertdnico foi induzida com a inje¢éo de cloreto de sodio (NaCl 1,8%), a qual provavelmente
estimula osmorreceptores ou receptores de sédio, somando-se aos barorreceptores, resultou
em aumento da liberacdo de ANP e OT semelhante aquele produzido por BVE isot6nica.
Entretanto, ao contrario da BVE isotbnica, a BVE hiperténica induziu um significante, mas
transitorio (5 min) aumento nos niveis de AVP plasméatico. A magnitude da resposta
secretoria de OT foi tdo intensa quanto o estimulo de sucgdo, um cléssico estimulo para a
liberacdo de OT. No entanto, a liberagéo de OT por succéo foi associada com um aumento do
ANP plasmético que foi prevenido pela injecdo i.v. prévia de um antagonista de OT,
reforcando a hipotese de que a acdo secretora de ANP pela OT é fisiologicamente
significativa (CHRIGUER et al., 2001).

Por outro lado, inje¢des de um anticorpo anti-ANP ndo alteraram 0s niveis basais de
OT, mas bloquearam a secrecdo de OT estimulada por aumento de osmolalidade, sugerindo
que o ANP hipotaldmico é necessario para estimular a liberacdo de OT na condi¢do de
hiperosmolalidade. Estes resultados reunidos reforcam a hipdtese de que a expansdo de
volume isotonico via atividade barorreceptora aferente para o tronco cerebral estimula a
liberacdo intra-hipotaldmica de ANP, a qual provoca a liberacdo de OT pela neurohipofise,
esta OT circula até o coracéo e induz a liberacdo de ANP (CHRIGUER et al., 2001).

De uma maneira resumida temos que os hormdnios ANG II, AVP, OT e ANP
participam diretamente no controle da sede e apetite a0 Na* como resposta homeostatica a
desidratacdo. Este estado pode ser causado por substancias diuréticas, idade, sabor da bebida,
privacdo hidrica, atividades que provocam sudorese, vomito, diarréia, hipodipsia. Durante a
privacdo hidrica ocorre simultaneamente a sede intra e extracelular. A sede intracelular deve-
se a redugéo no volume do liquido intracelular causado por um aumento na pressdo osmotica
efetiva no compartimento extracelular. A elevacdo da pressdo é resultante do aumento da
concentracdo de solutos osmoticamente ativos. Este tipo de desidratagcdo pode ser induzido
experimentalmente através de dietas com alto contetido de Na* ou através de infusdo de salina
hipertdnica. J4 a sede extracelular ocorre devido a uma diminuicdo exclusiva no volume
extracelular, como por exemplo, em situagBes de hemorragias, vomito, diarréia, deplegéo de
Na" através do uso de substancias diuréticas como a furosemida e privacio hidrica. Neste tipo
de desidratagdo ocorre perda tanto de Agua como de Na’, por isso se observa um
comportamento de apetite a0 Na* (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).
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Durante a privagdo ocorre diurese e natriurese, podendo levar ao estado de
desidratacdo, tanto do compartimento intracelular como do extracelular, com isto ocorre
hipovolemia, aumento da atividade da renina plasmatica, da osmolalidade e
consequentemente elevacdo nos niveis circulantes de ANG Il. Animais submetidos a privacéo
hidrica apresentam claramente um comportamento de ingestdo de &gua, porém apds a re-
hidratacdo, observa-se um comportamento preferencial de apetite ao Na® (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2005). De Luca et al. (2002) observou que além destes comportamentos,
a privacdo também esta associada a elevacdo da expressdo de Fos no drgdo vasculoso da
ldmina terminal (OVLT), nicleo pré-6ptico mediano (MnPO) e 6rgéo subfornicial (SFO).

O apetite ao sal € um comportamento homeostatico vital em muitas espécies. Este
comportamento ocorre em resposta ao déficit de Na* corporal, sendo analogo a ingestdo de
agua em animais desidratados. Ambos os comportamentos promovem a manutencéo do fluido
corporal e balango eletrolitico. A partir de manipulacdes experimentais é possivel induzir a
ingestdo de solucgbes concentradas de NaCl em ratos, porém essa ingestdo é mais proeminente
quando a OT liberada da pituitaria estiver reduzida ou em niveis basais. Por outro lado, a
ingestdo de NaCl hipertdnica é quase sempre inibida quando a liberagéo deste horménio for
estimulada ou através da sua administracéo central (BLACKBURN et al., 1993).

Sinais neurais de barorreceptores cardiovasculares e a elevacdo nos niveis circulantes
de ANG Il estimulam a sede. Ambos os sinais também apresentam um estimulo excitatdrio
sobre o apetite ao sodio, esse comportamento pode ser observado através de Vvarios
tratamentos, tais como: adrenalectomia bilateral, tratamento subcutaneo com coléides e dieta
privada de NaCl. O apetite ao sddio induzido por esses tratamentos tem sido associado com
uma reducdo ou por uma secre¢cdo ndo estimulada do horménio OT. Em casos de
hiperosmolalidade, observa-se uma inibicdo do apetite ao sodio causada pela elevacdo da
secrecdo de OT. A partir desses estudos foi proposto que a inibigdo da ingestdo de NaCl em
ratos é mediada por OT e que 0 apetite ao sddio é estimulado em parte pela reducdo na
secrecdo de OT central e que os niveis plasmaticos desse hormdnio é um marcador periférico
desta relagdo, porém estudos posteriores questionaram essa hipotese, pois a administracdo
intracerebroventricular de ANG 11 estimula tanto a secrecdo de OT como a ingestédo de NaCl,
sugerindo que existe uma mistura de sinais contendo componentes excitatorios (niveis
elevados de ANG Il e sinais neurais provenientes de barorreceptores) e componentes
inibitorios (secrecdo central de OT). Postulando, entdo, que o apetite ao sal é estimulado
quando o componente inibitdrio desse tratamento estiver relativamente suprimido pelo
componente excitatorio (STRICKER & VERBALIS, 1996).
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Baixos niveis de sal na dieta podem levar a um quadro de hipovolemia, esta por sua
vez estimula o apetite ao Na*. Sabe-se que esse efeito é produzido pela ANG Il cerebral. A
resposta de ingestdo de sal induzido pela ANG Il é bem menor comparada a da ingestdo de
agua. InfusBes periféricas de ANG Il s6 conseguem induzir o comportamento de ingestdo de
sal quando forem suficientemente elevadas para estimular a producdo de aldosterona, pois
esta melhora consideravelmente o apetite ao sddio induzido pela ANG Il central ao atravessar
a BHE e aumentar o nimero de receptores angiotensinérgicos centrais (PHILLIPS, 1987).

Sato et al. (1996) mostraram que a administracdo de antagonistas do sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona (captopril e losartan) inibia a ingestdo de salina hipertdnica
induzida por privacdo hidrica, sugerindo que o peptideo ANG Il é importante para o controle
da ingestdo de sal nesse estado de desidratac&o.

Além disso, estudos demonstraram que o 6xido nitrico (NO) pode modular a secrecéo
de varios hormdnios como AVP, OT, ACTH, PRL, horménio luteinizante e hormdnio
crescimento, atuando tanto a nivel hipotaldmico como hipofisario. O NO é uma molécula
gasosa ubiquitaria sintetizada a partir da L-arginina através de uma reacgéo catalisada pela
6xido nitrico sintase (NOS). Existem trés formas conhecidas dessa enzima: Oxido Nitrico
Sintase | (neuronal), Oxido Nitrico Sintase Il (induzida) e Oxido Nitrico Sintase IlI
(endotelial) (CARNIO et al., 2006).

A NOS foi detectada em varias areas cerebrais, incluindo estruturas importantes
envolvidas na regulacdo do fluido corporal (neurénios magnocelulares do NPV e NOS,
neurohipdfise, SFO, MnPO e OVLT) e homeostase da pressdo sanguinea (ndcleo do trato
solitario, medula lateral ventro rostal e caudal) (LIU et al., 1997).

Liu et al. (1997) observaram que a administragéo intracerebroventricular (i.c.v.) de N-
nitro-L-arginina metiléster (L-NAME), um inibidor da NOS atenuava a resposta de ingestéo
em ratos privados por 24 horas, sugerindo que o NO produzido centralmente atua ndo so6
inibindo a liberacdo de AVP e OT do sistema magnocelular, como também facilitando o
comportamento de ingestdo em resposta a desidratacdo. Apds 120 minutos da administracéo
do inibidor da NOS, os niveis dos horménios neurohipofisarios ainda permaneciam elevados,
porém este efeito prolongado do L-NAME sobre ambos os hormdnios ndo foi observado em

animais desidratados seguidos por re-hidratagéo.
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1.2. Integracdo Neuroimunoenddcrina na Toxemia Induzida por LPS

A septicemia é uma doenga sistémica associada com a presenca e persisténcia de
microorganismos patogénicos ou de suas toxinas no sangue, além de ser a causa de uma alta
taxa de mortalidade e gastos com a saude. O uso de equipamentos invasivos como cateter,
implantacdo de proteses, administracdo de quimioterdpicos em pacientes com cancer ou de
glicocorticdides em pacientes transplantados ou com doencgas inflamatdrias sdo fatores de
risco para o desenvolvimento da sepse (ROGER & BONE, 1991). Estima-se que cerca de
650-750.000 pacientes desenvolvam sepse anualmente nos Estados Unidos, essa incidéncia é
similar na Europa e em volta do mundo (OPAL, 2007).

O lipopolissacarideo bacteriano (LPS) € uma endotoxina presente na parede celular de
bactérias Gram-negativas que ativa o sistema imune e que tem sido utilizada
experimentalmente para mimetizar uma situacdo de choque septico (WANG et al., 1993).
Sendo que as doses de LPS utilizadas nos experimentos variam entre doses subsépticas (< 500
ng/Kg) e sépticas (> 500 ng/Kg) (QUAN et al., 1999).

O LPS ¢é composto por trés dominios ligados de maneira covalente, 0s quais se
diferenciam por sua organizacao génica, vias biossintéticas, estrutura quimica e propriedades
bioldgicas. Esses dominios sdo: o antigeno O, o nucleo e o lipidio A. O antigeno O é uma
cadeia variavel de unidades repetidas de oligossacarideos que se estendem ao meio externo e
é especifica para cada LPS, dependendo do sorotipo bacteriano. O nlcleo é um
heterooligossacarideo estruturalmente menos variavel. O lipideo A, componente que constitui
a porcdo mais uniforme do LPS, é um glicolipidio que atua como ancoragem & membrana
externa da bactéria e é responséavel pelo principio endotéxico do LPS (RIETSCHEL et al.,
1996 apud ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

Quando uma bactéria Gram-negativa se divide ou morre dentro do organismo do
hospedeiro, a endotoxina é liberada em forma de LPS livre ou associada a proteina A da
parede externa bacteriana. O LPS logo se associa a fatores presentes no soro (albumina,
transferrina, hemoglobina, proteina de ligacdo ao LPS e lisozima) e interage com receptores
expressos nos leucocitos. Essas células secretam mediadores enddgenos, os quais induzem a
resposta imune tipica (RIETSCHEL et al., 1996 apud ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

Este componente bacteriano estimula uma série de mudangas fisiologicas e

patoldgicas associadas com infeccOes bacterianas. A febre, a sudorese e a diarréia sdo
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algumas dessas mudangas, podendo levar a um quadro de desidratagéo, logo a estimulacéo da
sede poderia ser esperada e apropriada (WANG et al., 1993).

CARNIO et al. (2006) cita que a presenga de microorganismos patogénicos ou de suas
toxinas nos tecidos ou sangue induz uma cascata de eventos chamada de resposta de fase
aguda, esta é mediada em parte por citocinas. A resposta de fase aguda é caracterizada por
vasodilatacdo arteriolar periférica, que causa uma diminuicdo na resisténcia vascular,
hipotensdo e uma perfuséo inadequada dos tecidos em resposta a produtos bacterianos.

Além de mudangas hemodindmicas causadas pela endotoxina, existe a liberacdo de
hormonios como ACTH, AVP e OT. Esses hormonios sdo importantes para manutengdo do
equilibrio hemodindmico, temperatura corporal e modulacéo da resposta inflamatoria. Além
disso, a AVP e os glicocorticdides sdo utilizados no tratamento da sepse (BORGES et al.,
2006). A interagdo entre o sistema imune e o sistema nervoso central (SNC) € uma
caracteristica importante da resposta do hospedeiro contra lesdo ou infeccdo. As citocinas:
interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) sdo alguns
dos mediadores que participam dessa resposta e estdo associadas principalmente com o
sistema imune periférico (GALVANI et al., 1999).

As citocinas sdo compostos protéicos que desempenham papel importante em Vvarios
processos bioldgicos como a inflamacdo, a imunidade e a hematopoiese. S&o consideradas
como hormdnios-simile, pois podem atuar localmente ou sistemicamente em resposta a
invasdo por patdgenos apo6s serem produzidas por varios tipos de células do hospedeiro como
linfocitos, macrofagos, mondcitos, fibroblasto e células endoteliais (GALVANI et al., 1999).

Sabe-se que a IL-1 esta envolvida no desenvolvimento da resposta febril em resposta a
pirdgenos exogenos, pois a administracdo de antagonistas ou anticorpo dessa interleucina
inibiu a febre causada por estimulos infecciosos e inflamatérios em animais experimentais. A
IL-6 e TNF-a atuam sinergicamente com a IL-1 durante a febre (LUHESHI, 1998).

Estudos realizados por Fong & Lowry (1990) mostraram a cinética da liberacdo de
citocinas durante oito horas em animais que receberam infuséo de Escherichia coli. (E. coli).
Os niveis de TNF-a atingiram concentragBes maximas apds 90 minutos da inoculacdo da
bactéria e os de IL-1 ap6s quatro horas. Com relagdo a IL-6, os autores observaram que 0s
niveis dessa citocina continuavam elevados oito horas apds a inoculagdo. Observou-se
também que a administragdo de anticorpos anti-TNF, duas horas antes do contato com a
bactéria, diminuia de forma significativa a liberacdo de IL-1 e IL-6 (FONG & LOWRY,
1990).
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A interacdo dessas citocinas na periferia e suas agdes no cérebro tem sido objeto de
estudo de varias pesquisas. O LPS é um poderoso estimulo para a produgéo de citocinas tanto
in vivo quanto in vitro. Vrias hipéteses tém sido propostas para explicar como as citocinas
circulantes podem influenciar o cérebro. Uma delas sugere que esses polipeptideos se
comunicam com o cérebro através de areas desprovidas de barreira hematoencefalica, como
0s orgdos circuventriculares. Outra hipdtese, poréem, sugere que ocorre ativacdo de receptores
de citocinas presentes nas células endoteliais que transmitem sinais para o cérebro via outros
mediadores (LUHESHI, 1998).

Xia & Krukoff (2001) estudaram a contribuicdo das respostas cardiovasculares na
ativacdo neuronal frente a doses subsépticas de LPS (L-4005) e observaram que a dose de
12,5 pg/Kg aumentava a frequéncia cardiaca, porém ndo alterava a pressdo arterial, esta
concentragdo também foi capaz de induzir a expressdo do gene da interleucina 1 (IL-13) nos
6rgdos circunventriculares, plexo cordide, meninges, vasos sanguineos e glandula pituitaria
uma hora apds a administragdo da endotoxina bacteriana. Ja a dose de 50 pg/Kg causava uma
mudanca bifésica na pressdo arterial, induzindo inicialmente um aumento seguido de
diminuicéo na presséo, além de aumentar a freqiiéncia cardiaca, a expresséo do gene da IL-1f
no nucleo do trato solitério e os niveis de RNA heteronuclear de vasopressina no hipotalamo.
Os autores demonstraram que as areas cerebrais ativadas por ambas as doses de LPS foram:
area postrema, 6rgao vasculoso da lamina terminal, nicleo do trato solitario, area predptica,
nucleo supradptico e paraventricular.

Além disso, Xia & Krukoff (2001) revelaram que a administracdo sistémica de LPS
induzia ativacdo do eixo Hipotadlamo-Hipofise-Adrenal, liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias e expressdo de gene c-fos em varias regides cerebrais, sugerindo dessa maneira,
o envolvimento de multiplos circuitos neurais no SNC. A ativacdo deste sistema € importante
para a resposta de defesa contra a inflamacdo, incluindo regulagéo da circulagéo, temperatura
corporal, homeostase e comportamento.

Elmquist & Saper (1996) mostraram que quando a endotoxina bacteriana era
administrada sistemicamente ocorria uma ativacdo dose-dependente em vérias regides do
SNC (cortex visceromotor, nucleo préoptico mediano, area préoptica ventromedial, nicleo da
base da estria terminal, nucleo parabraquial, medula ventrolateral e nicleo do trato solitario)
que estdo envolvidas na regulacdo da homeostase autondmica e endocrina, indicando que o
NPV tem um papel chave na integracdo de Vvarios sinais fisiologicos.

Borges et al. (2006), demonstrou que ratos expostos ao LPS (E. coli, 026:B6) por via

endovenosa apresentavam elevagdo nos niveis plasméticos de AVP, OT, ACTH e
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corticosterona, além de verificar um aumento no nimero de células imunorreativas para Fos
no nucleo paraventricular e supra optico do hipotalamo, porém quando esses animais sofriam
uma lesdo eletrolitica na regido antero-ventral do terceiro ventriculo (AV3V), eles
apresentavam uma reducéo significativa na imunorreatividade para Fos induzida pelo LPS e
uma diminuicdo na secrecdo de OT e AVP, demonstrando que a expressdo da proteina Fos
induzida por LPS nos nucleos hipotaldmicos e a secrecdo de hormonios hipofisarios sdo
dependentes da integridade do AV3V.

Os mecanismos envolvidos no controle da liberagdo dos hormonios hipotaldmicos
durante o choque séptico ainda ndo estéo claros. Sabe-se que o 6xido nitrico e 0 monoxido de
carbono (CO) atuam como neurotransmissores, influenciando processos bioldgicos e
patoldgicos tanto no SNC quanto no periférico. Esses compostos sdo sintetizados a partir de
enzimas presentes no NPV e NSO e parecem modular a liberagcdo de AVP e OT durante a
endotoxemia (GIUSTI-PAIVA et al., 2005).

Vérios trabalhos tém demonstrado que NO tem uma ampla acdo nos sistemas
bioldgicos, participando, por exemplo, da regulacdo cardiovascular atraves do seu efeito
vasodilatador. A NOS estd presente em neurbnios magnocelulares do NPV e NSO no
hipotalamo de ratos. Estes neurdnios sdo responsaveis pela secrecdo de AVP e OT (CARNIO
et al., 2006). Wong et al. (1996) ao avaliarem se ocorria a expressdo da NOS-1I no cérebro de
ratos apds a administracdo de LPS observaram que o RNAm desta enzima estava presente em
vérias regifes cerebrais, sendo que a sua expressdo era acompanhada por uma elevagdo nos
niveis de nitrito no liquido cefalorraquidiano. A expressdo da enzima ocorria duas horas apés
a administracdo sistémica de LPS. Harada et al. (1999) também observaram a expressdo dessa
enzima no hipotalamo (NPV) trés horas apds administracéo intraperitoneal de LPS, sugerindo
que a inflamacéo sistémica pode induzir a expressdo da enzima NOS-1l em areas especificas
do SNC (CARNIO et al., 2006). O aumento da expressao ou/e atividade da NOS e a ativagdo
concomitante do eixo Hipotalamo-Hip6se-Adrenal em resposta & infeccéo, estresse e ao
tratamento com citocinas sugerem que o NO poderia modular a secre¢do hormonal durante
esses processos (CARNIO et al., 2006).

Experimentos anteriores mostraram que os sitios de sintese de AVP e OT estavam
marcados positivamente para Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Reduzida
diaforase (NADPH diaforase) e que existia uma colocalizacdo da NOS com a NADPH
diaforase no cérebro. Além disso, outras pesquisas observaram a co-localizagdo de AVP e OT
com NADPH, porém a co-localizacéo desta com OT ocorria mais frequentemente, indicando

mais uma vez que o NO tem um papel importante no controle da secre¢do de OT. Vaérios
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estudos tém sugerido que o NO atua inibindo os neurdnios Ocitocinérgicos no NPV e NOS a
secretarem OT (CARNIO et al., 2006).

Estudos realizados por Giusti-Paiva et al. (2005) mostraram que o NO e o CO podem
atuar como reguladores inibitorios da secrecdo de AVP e OT, pois ao investigarem a interacéo
entre a geracdo do NO e CO na liberagdo de AVP e OT induzido por LPS observaram que a
administracdo de inibidores da sintese das moléculas gasosas em ratos que haviam recebido
LPS apresentavam aumento nas concentragdes dos horménios hipotaldmicos, porém quando
0s animais eram previamente tratados com doares de NO e CO tinham os niveis de hormdnios
reduzidos. Carnio et al. (2006) mostraram que ocorria um aumento significativo de AVP e OT
quando se administrava LPS em ratos pré-tratados com L-NAME, um inibidor da NOS.

A elevagdo nos niveis de AVP e OT durante o choque séptico também pode ser inibida
através do uso de inibidores da ciclooxigenase (COX). Estudos sugerem que a COX e a
producédo de prostaglandinas (PGs) podem esté envolvidas no papel inibitério do NO sobre a
liberacdo dos hormdnios neurohipofisarios. Este composto pode ativar ou inibir a COX
induzindo ao aumento ou diminui¢do nos niveis teciduais de prostaglandinas. Evidéncias
indicam que o NO ativa a COX-1 e inibe a COX-2 (SUMMY-LONG, J.Y., et al., 2002).
Swierkosz et al. (1995) propuseram que quando a NOS e a COX-2 s&o co-induzidas in vivo, o
NO atua limitando a expressao e atividade da COX-2.

Clancy et al. (2000) também sugere que o NO inibe a COX-2 e conseqlientemente a
producdo de prostaglandinas, esta além de participar do processo inflamatorio, atua
estimulando a secrecdo de OT. Sabe-se que existem receptores de prostaglandinas, mais
especificamente o subtipo PGE,;, no NPV e NSO no hipotdlamo e na neurohipofise
(SUMMY-LONG, J.Y etal., 2002).

Summy-Long et al. (2002) demonstraram que ocorre elevagao nos niveis plasmaticos
de OT quando se administra L-NAME i.c.v. e que este aumento pode ser impedido pela
indometacina, um inibidor da COX, sugerindo que o NO inibe a liberagdo de OT estimulada
por mecanismos dependente da COX e da IL-1p.

Ainda existem divergéncias sobre o papel do NO em relacéo a ciclooxigenase, alguns
estudos mostram que o NO inibe essa enzima, enquanto que outros relatam que ele estimula
(SALVEMINI et al., 1993; AKTAN, 2004). Ja foi demonstrado que a administracdo
periférica de LPS ativa tanto COX quanto NOS, porém verificou-se que a expressdo e
atividade de COX ocorriam primeiramente e que a consequiente producdo de PGs inibia a
atividade de NOS, pois quando foi administrado um inibidor seletivo de COX-2 observou-se

um aumento nos niveis de NO (CELLA et al., 2006). Outros estudos também conseguiram
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mostrar que as PGs podem atuar regulando a sintese NO em processos inflamatorios
(KATHLEEN et al., 2003).

Além disso, existem evidéncias de que a elevacdo de OT em processos infecciosos
induzidos por LPS poderia esta relacionada com a protecdo do organismo contra danos
oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio produzidas de forma excessiva durante
a sepse, esses trabalhos sugerem que a OT poderia est4 atuando de maneira inibitdria sobre os
neutrofilos, os quais seriam os responsaveis pela producdo desses radicais livres (ISERI et al.,
2005; BIYIKLI et al., 2006)

O aumento de OT durante a toxemia induzida por LPS poderia esta relacionado com a
inibicdo da ingestdo de salina hipertonica observada por Almeida et al. (2005), pois ao
investigarem o efeito do LPS sobre o apetite a0 Na* e comportamento de ingestdo de agua
através do modelo furocap (SATO et al, 1995), observaram que a endotoxina inibia ndo so a
ingestdo de salina hipertdnica como também de agua, sendo que a ingestdo de Na* foi mais
sensivel ao efeito inibitorio.

Wang et al. (1993) também investigaram o efeito do LPS sobre o balango e ingestéo
hidrica e observaram que a administracdo endovenosa de diferentes doses e tipos de extratos
de bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, 026:B6 e Salmonella minnesota) em ratos
normohidratados causavam estimulacdo da ingestdo de agua, além de apresentarem efeito
antidiurético. O efeito dipsogénico combinado com a reten¢do urindria induzida pela
endotoxina era suficiente para diluir o fluido corporal e consequentemente a osmolalidade
plasmatica e concentracdo de sodio (Na*). Os autores sugerem que o efeito antidiurético pode
ter sido causado pelo aumento da secrecdo de vasopressina e pela reducdo do fluxo plasmético
e filtragdo glomerular. Além disso, eles discutem que a ingestdo de &gua ndo pode ser
atribuida a febre, pois este comportamento ocorreu durante o periodo de hipotermia e que,
portanto, o comportamento de ingestdo pode envolver outros mecanismos, diferentes daqueles
causados pela desidratacéo.

Outros trabalhos, porém, mostraram resultados opostos ao de Wang et al. (1993).
Nicoletta et al. (1983) demonstraram que o LPS nas doses de 640-1280 pg/Kg inibia 0
comportamento de ingestéo estimulado por privacéo hidrica (48 h). Resultados semelhantes
foram relatados por Calapai et al. (1994), porém em ratos privados por 24 h. Constancio et al.
(2005) mostraram que o efeito antidipsogénico do LPS pode ocorrer tanto na sede intracelular
quanto na extracelular, sendo mais intenso, no entanto, na desidratagcdo intracelular. Esses
autores observaram também que o LPS inibe a diurese e natriurese induzida por sobrecarga de

salina hipertonica.
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1.3. Objetivos

1.3.1. Geral

Esse estudo tem por objetivo avaliar efeitos de concentragdes subsépticas (25, 50, 100
e 300 ug/Kg) de Lipopolissacarideo Bacteriano (E.coli EH100) sobre a regulagdo do balango

hidroeletrolitico em ratos desidratados.

1.3.2. Objetivos Especificos

Estudar efeitos da administracdo intraperitoneal de doses subsépticas de LPS (25, 50,
100 ¢ 300 pg/Kg) sobre a concentracdo plasmatica de nitrato (metabdlito exclusivo de
NO).

e Estudar efeitos da administracéo intraperitoneal de doses subsépticas de LPS (25, 50,
100 e 300 pg/Kg) sobre a concentracio de Na™ e K* relacionados a osmolalidade do

plasma.

o Estudar efeitos da administracéo intraperitoneal de doses subsépticas de LPS (25, 50,
100 e 300 png/Kg) sobre ingestdo de agua e solucédo hipertonica de NaCl (1,8%).

e Estudar os efeitos da administracdo intraperitoneal de doses subsépticas de LPS (25,

100 e 300 pug/Kg) sobre a concentracdo plasmatica de Ocitocina.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Em todos os experimento foram utilizados ratos machos Wistar provenientes do
Biotério do Laboratério de Neuroendocrinologia da Universidade Federal do Para
(Departamento de Fisiologia, CCB, UFPa), com peso corporal (p.c.) entre 270 e 300 g. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais sob condi¢des ambientais controladas de
temperatura (25 + 2 °C) e luminosidade (12 horas de claro/12 horas de escuro), com livre

acesso a agua e racdo ad libitum.

2.2. Determinacéo Indireta do NO Plasmético pela Dosagem de Nitrato

A dosagem das amostras foi realizada no Laboratério de Neuroendocrinologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP.

Para avaliar a eficacia do LPS utilizado nesse trabalho foi realizada a dosagem de
nitrato plasmatico através da técnica de Quimiluminescéncia NO/Oz6nio, utilizando-se para
isso um analisador de NO (Sievers 280 NO Analyser, Boulder CO. USA). O nitrato € um dos
produtos da reacdo que ocorre entre 0 NO e Oy, por isso a dosagem desse composto é
considerada uma maneira indireta de avaliar a producéo de NO.

Aliquotas de 25 pul foram retiradas de cada amostra para desproteinizagdo com 50 pl
de etanol absoluto a 4°C e mantidas por 30 min em freezer (-20°C). Apoés este periodo, as
amostras foram submetidas ao processo de centrifugacdo (10000 rpm, 5 min). Em seguida, 5
ul do sobrenadante foi coletado e colocado na camara de reacdo do analisador contendo um
agente redutor (0,8% de cloreto de vanadio em HCI 1N a 95°C) que converte nitrato em NO,
em quantidades equimolares. O NO é dragado para a cAmara de quimiluminescéncia do
analisador, que por sua vez, reage com 0 0zdnio (O3), formando diéxido de nitrogénio (NO>).
O NO;" apresenta-se numa forma instivel e tem a capacidade de emitir fétons que se chocam

contra uma superficie foto-sensivel de uma célula fotomultiplicadora. O féton emitido pela
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reacdo é detectado e convertido em sinal elétrico. Essa corrente de elétrons é captada,
amplificada e processada por um transdutor analégico-digital, dando origem a um tracado
gréfico, em que a area sob a curva gerada corresponde & concentracéo de nitrato na amostra.
A curva padrdo foi preparada com nitrato de sodio nas concentragdes 5, 10, 15, 25, 50 e 100

uM. Os valores de nitrato foram expressos em puM.

2.3. Determinagéo dos Eletrélitos (Na* e K*) no Plasma

Para a determinacdo da concentragdo de Na® e K* plasmatico foi realizada uma
dosagem fotométrica de sddio e potéssio através de um fotdmetro de chama (CELM, modelo
FC-280). O aparelho foi calibrado com uma solucéo padréo contendo 140 mEq/I de sédio e 5
mEq/l de potéssio, diluida em &gua deionizada na proporcédo de 1:100. Cada amostra foi

diluida igual a soluc&o padréo (100 pul de amostra adicionado em 10 ml de &gua deionizada).

2.4. Determinacdo da Osmolalidade Plasmatica

A osmolalidade plasmatica foi determinada a partir da pressdo de vapor (BAKKER et
al., 1975) através do aparelho osmémetro (VAPRO VAPOR Pressure Osmometer 5520). Para
isso as amostras foram descongeladas e com auxilio de uma micropipeta foram retirados de
cada frasco 10 pl de plasma. O material foi inoculado em um disco de papel que havia sido
colocado previamente no aparelho e em seguida foi realizada a leitura das amostras. O
fechamento da cdmara onde estava a amostra iniciou a seqiiéncia de medicdo automatica. As

amostras foram dosadas individualmente em triplicata para melhor confiabilidade dos dados.
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2.5. Determinacdo da Concentracdo Plasmética de Ocitocina pela Técnica de

Radioimunoensaio

A dosagem das amostras foi realizada no Laboratério de Neuroendocrinologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP com a orientacdo do Professor Dr. José
Antunes Rodrigues.

O plasma armazenado a -70°C foi utilizado para as dosagens de OT plasmética (ap6s
as extracdes desse horménio) através da técnica de radioimunoensaio (RIE), segundo métodos
descritos por Haanwinckel et al. (1995).

A extracdo de OT foi realizada utilizando-se 1 ml de plasma adicionados de 2 ml de
acetona gelada seguida de agitacdo continua (20 segundos) e centrifugacéo (3000 rpm por 25
min a 4°C), sendo o sobrenadante decantado em um tubo contendo 2 ml de éter de petrdleo e
em seguida agitado e mantido em repouso por 5 minutos para a separagdo das camadas. A
camada superior foi aspirada com o auxilio de uma bomba de vicuo e a camada inferior foi
liofilizada num Speed Vac sendo as amostras estocadas a -20°C para posterior dosagem por
RIE.

No dia da realizacdo do RIE, as amostras de OT foram ressuspensas em 250 pl de
tampdo OT (tampdo TRIS 0,05M com albumina humana 0,25%), sendo que, 100 pl do
ressuspenso foram utilizados para o ensaio, em duplicata.

No RIE, foram utilizados peptideos marcados com '#I, tendo sido utilizadas 4000
cpm/100ul para a OT, o volume final de incubagdo foi de 500 pl durante quatro dias a 4°C. O
anti-soro utilizado (primeiro anticorpo de coelho anti-OT) foi especifico para o hormdnio
analisado sem reagdo cruzada com outros peptideos. Foram adicionados 100 ul do primeiro
anticorpo nas amostras desconhecidas e os tubos foram agitados e incubados a 4°C durante 24
horas. O horménio marcado (100 pl) foi adicionado aos tubos e estes foram agitados e
reincubados novamente por 24 h a 4°C. O horménio marcado foi separado do ndo marcado
com o auxilio da técnica de anticorpo secundéario (anticorpo antigamaglobulina de coelho
produzido em cabra) especificos para cada horménio analisado. Apds a adigdo de 100 ul do
segundo anticorpo estes foram reincubados por 24 h a 4°C, e no dia seguinte, apds incubagéo
de 4 a 6 horas pela adicdo de 1 ml de polietilenoglicol (PEG 6,25%), as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 25 minutos a 4°C e o sobrenadante foi aspirado. A

radioatividade no precipitado foi determinada com o auxilio de um contador gama (Packard).
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Todos os dados foram expressos em pg/ml de plasma. O controle de qualidade do ensaio teve

por referéncia que a dose minima detectavel foi de 0,4 pg/ml e a ligacéo inespecifica de 2,6%.

2.6. Protocolo Experimental

O protocolo experimental desenvolvido nesse estudo foi baseado em trabalhos

realizados por Sato et al. (1996).

Medidas de Ingestdo de Agua e Salina hipertonica (1,8%) em Ratos Privados por
36h e Expostos ao LPS:

Antes de iniciar os experimentos, os animais foram submetidos a um periodo de
adaptacdo de trés dias. Este procedimento teve por objetivo condiciona-los a metodologia do
protocolo experimental e, com isso, diminuir o estresse dos animais frente as manipulacdes,
além de permitir, a retirada de ratos hipernatriéfagos. Durante esse periodo foram colocadas
duas provetas, uma de 45 ml e outra de 25 ml, contendo &gua e salina hipertonica (1,8%)
respectivamente e livre acesso a comida. A ingestdo foi acompanhada diariamente, obtendo-se
0 volume dos liquidos ingerido por cada animal.

Apos esse periodo, os animais foram divididos em dois grupos experimentais: Tratado
(n=8) e Controle (n=8) e submetidos a um periodo de privacdo de agua, salina hipertonica e
alimentacdo por 36 horas. Sendo que meia hora antes de terminar o periodo de restrigdo, os
ratos receberam uma Unica dose de LPS (E.coli EH100, Sigma, L9641) intraperitoneal (i.p.)
nas concentragdes de 25, 50, 100 ou 300 pg/Kg de peso corporal por experimento, exceto 0s
animais do grupo controle que receberam solucdo salina isotdnica (0,9%) estéril (Samtec
Biotecnologia) como veiculo. Meia hora ap6s a administracdo da toxina bacteriana ou salina,
bebedouros graduados contendo &gua foram oferecidos aos animais e o volume ingerido por
animal foi registrado durante 2 horas, sendo que na primeira hora a avaliagdo ocorreu em
intervalos de vinte minutos (20, 40, 60). Apds o periodo de re-hidratacdo, foi ofertado

simultaneamente bebedouros com &gua e salina hipertdnica (1,8%) e novamente foi avaliada a
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quantidade ingerida dos liquidos oferecidos durante uma hora em intervalos de vinte minutos.

No final do experimento os animais foram sacrificados por decapitagdo e amostras de sangue

foram coletadas em tubos de prolipropileno contendo 50 pl de heparina e centrifugadas por

cinco minutos a 5000 r.p.m. para obtencdo de plasma e posterior dosagem hormonal,

avaliacdo de nitrato, sddio (Na*), potassio (K*) e osmolalidade plasmatica.
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Figura 1: Esquema do protocolo Experimental

2.7. Analise Estatistica dos Dados

Os resultados obtidos sdo expressos como a média + Erro Padrdo da Média (EPM) e

foram avaliados através da anélise de varidncia ANOVA e pos-teste Newman-Keuls, além do

Teste t de Student ndo pareado. A significancia estatistica foi definida como *p<0,05,

***p<0,001. Todas as analises estatisticas foram executadas utilizando Graph Pad Prism 4.
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3. RESULTADQOS

3.1. Efeitos da Administracdo de Doses Subsépticas de LPS Sobre os Niveis Plasméticos

de Nitrato em Ratos Privados por 36 horas

A partir do gréfico (Figura 2) pode-se observar que o LPS induziu um efeito dose
dependente sobre os niveis plasméticos de nitrato, sendo que a menor dose administrada do
componente bacteriano (25 pg/Kg) provocou uma elevacdo de 52,28% nos niveis plasmaticos
de nitrato quando comparado ao controle. Os niveis desse composto foram crescendo a
medida que as doses administradas de LPS foram aumentando, com efeito estimulador de
73,15%, 118% e 244% nas doses de 50, 100 e 300 pug/Kg respectivamente.

120+
*kk
100+ T
= 80+
\2% *kk
- 60- . I
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Z 40+
20+ | |
C v v v v v
0 25 50 100 300

LPS (pg/Kg i.p.)

Figura 2: Dosagem de Nitrato plasmatico induzido por doses subsépticas de LPS (25, 50, 100 e 300 ug/Kg).

Valores expressos como média + EPM. * p<0,05 e *** p<0.001 comparado com o grupo controle (salina i.p.).
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3.2. Efeitos da Administracdo de Doses subsépticas de LPS Sobre os Niveis Plasméticos

de Na* e K* em Ratos Privados por 36 horas

A administracdo de doses subsépticas de LPS (25, 50, 100 e 300 pg/Kg) néo alterou o
contetido de Na* e K* em ratos submetidos ao protocolo de privagdo hidrica, de NaCl 1,8% e
alimentagdo com re-hidratagdo por 120 minutos e oferta de salina hipertonica. A dosagem
destes ions no plasma 3 horas apds a administracdo de LPS mostrou que ndo houve diferencas

significativas entre o grupo tratado quando comparado com o controle (Tabela 1).

Tabela 1: Efeitos da administracdo de LPS (25, 50, 100 e 300 pg/Kg p.c.) sobre a
concentracdo plasmatica de Na* e K* em ratos submetidos ao protocolo de privagdo hidrica
por 36 h com re-hidratacdo parcial nos primeiros 120 minutos. Os resultados sdo expressos

como média £ EPM. O nimero entre paréntese refere-se ao niimero de animais por grupo.

Grupos Na* (mEqg/l) K" (mEg/l)
Controle (n=8) 139,75 + 3,37 5,36 £ 0,16
LPS 25 pg/kg (n=8) 140,87 + 0,93 5,87 0,16
LPS 50 pg/kg (n=7) 139,86 + 3,60 5,84 + 0,18
LPS 100 pg/kg (n=7) 139,14 + 4,37 573 +0,21
LPS 300 pg/kg (n=8) 145,25 + 1,77 577 £0,11

3.3. Efeitos da Administracdo de Doses Subsépticas de LPS Sobre a Osmolalidade

Plasmética em Ratos Privados por 36 horas

O LPS (25, 50, 100 e 300 pg/Kg) ndo causou alteragdo na osmolalidade plasmética em
ratos submetidos ao protocolo de privacdo hidrica, de NaCl 1,8% e alimentacdo com re-
hidratacdo parcial e oferta de salina hipertdnica. A concentragio de Na' no plasma 3 horas
apds a administracdo da endotoxina ndo estava significativamente elevada quando comparada

com o grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 2: Efeitos da administragdo de LPS (25, 50, 100 e 300 pg/Kg p.c.) sobre a
osmolalidade plasmatica em ratos submetidos ao protocolo de privacdo hidrica por 36 h com
re-hidratacéo parcial nos primeiros 120 minutos. Os resultados sdo expressos como média +

EPM. O numero entre paréntese refere-se ao nimero de animais por grupo.

Grupos Osmolalidade mmol/Kg)
Controle (n=8) 292,62 + 1,03
LPS 25 pg/kg (n=8) 288,62 + 2,47
LPS 50 pg/kg (n=7) 288,00 + 1,06
LPS 100 pg/kg (n=7) 283,14 + 1,94
LPS 300 pg/kg (n=8) 288,00 + 1,49

3.4. Efeitos da Administracdo de Doses Subsépticas de LPS Sobre o Comportamento de

Ingestdo Hidrica em Ratos Privados por 36 horas

O LPS administrado por via i.p. (25, 50, 100 e 300 pg/Kg) meia hora antes de terminar
0 periodo de privacdo ndo alterou o comportamento de ingestdo hidrica. A avaliacdo do
volume ingerido foi realizada durante 180 minutos ap6s o periodo de restricdo e apds analise
estatistica dos dados ndo foram observadas diferencas significativas entre o grupo tratado e o

grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3: Efeitos da administracdo de LPS (25, 50, 100 e 300 pg/Kg p.c.) sobre o
comportamento de ingestdo hidrica cumulativa durante 3 h apés o periodo de privacdo. Os
resultados sdo expressos como média + EPM. n=8, exceto para 0s grupos 50 e 100 pg/Kg
(n=7).

H,0 H,0 H,0 H,0 H,0
Grupos ) ) ) ) )
(20 min) (40 min) (60 min) (120 min) (180 min)
Controle 756+169 10,44+235 11,81%2,65 14+ 2,79 16,06 + 2,89

LPS 25 pg/lkg 6,31 +1,05 7,37+131 8,19+ 1,35 8,19+1,35 9,94+2]11
LPS50 pg/lkg 7,86 = 1,58 8,93+1,32 9,29+151 10,71+1,05 12,14+1,01
LPS 100 pg/kg 12,86 +0,65 16,07+1,11 17,79+143 19,07£1,97 215+247
LPS 300 pg/kg 8,12 + 0,47 8,81+ 0,67 9,31+0,89 10+ 0,94 11,25+ 1,06
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3.5. Efeitos da Administracdo de Doses Subsépticas de LPS Sobre o Comportamento de

Ingestdo de NaCl 1,8% em Ratos Privados por 36 horas

Na Figura 3 observa-se que houve uma inibicdo do comportamento de ingestdo de
NaCl 1,8% induzida por todas as doses de LPS (25, 50, 100 e 300 pg/Kg de p.c.). A
administracdo de 25 pg/Kg de LPS por via i.p. teve um efeito inibitorio de 71,6% sobre o
apetite a0 Na* vinte minutos ap6s a oferta de salina hipertonica em ratos privados por 36
horas, esse efeito persistiu nos tempos de 40 e 60 minutos com inibicdo de 76,6% e 74,2%
respectivamente, quando comparado com o grupo controle. Quando se administraram doses
crescentes de LPS (50, 100 e 300 pg/Kg de p.c.) observou-se uma resposta dose dependente
de inibicdo do comportamento de ingestdo de salina hipertdnica, exceto a dose de 100 pg/Kg
que, apesar de causar uma resposta significativa, foi menos eficaz em inibir esse
comportamento quando comparada a dose de 50 pg/Kg. A dose de 300 pg/Kg de LPS
mostrou uma potente inibicido da busca pelo Na® com efeito inibitério de 92,6%, 92,5% e
80,6% nos tempos 20, 40 e 60 minutos respectivamente, quando comparado com o controle.

A média e 0 EPM dos grupos experimentais sdo apresentados na Tabela 4.

—&— Salina —&— 25 —%— 50 —— 100 300

10+

Ingestdo Acumulativa de NaCl 1,8%

Tempo (mim)

Figura 3: Efeitos da administracdo de doses subsépticas de LPS (25, 50, 100 e 300 pg/Kg) sobre o
comportamento de ingestdo de NaCl 1,8%.

Tabela 4: Efeitos da administracdo de LPS (25, 50, 100 e 300 pg/Kg p.c.) sobre o

comportamento de ingestdo de NaCl 1,8% cumulativa durante 3 h apds o periodo de privacéo.
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Os resultados sdo expressos como meédia £+ EPM. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0.001
comparados com o grupo controle (salina i.p.). O nimero de animais utilizado por grupo

experimental é representando pelo n.

Grupos 20 (min) 40 (min) 60 (min)
Controle (n=8) 5,06 £ 0,84 6,69 + 2,36 7,75 +2,74
LPS25 pg/kg (n=8) 1,44 + 0,73 *** 1,56 + 0,80 * 2,00+091*
LPS50 pgkg (n=7) 0,71 + 0,47 *** 1,14 + 0,40 * 1,71+ 0,61 *
LPS100 pg/kg (N=7) 1,00 + 0,72 *** 1,73 40,88 ** 3,64 +1,55
LPS300 pg/kg (n=8) 0,37 £ 0,26 *** 0,50 £ 0,27 ** 150+0,53*

3.6. Efeitos da Administragdo da Dose subseptica de 300 pg/Kg de LPS Sobre a

Concentracao Plasmatica de Ocitocina

Foi observado que a administragéo de 25, 100 e 300 png/Kg de LPS meia hora antes de
terminar o periodo de privagdo induziu um aumento na concentracdo plasmatica de OT em
196,04%, 420,44% e 1063,4%, respectivamente, quando comparado a sua secrecéo basal. A
elevacdo da concentracdo de OT foi observada 3 horas apds os animais terem sido submetidos

ao protocolo de privagdo com re-hidratagdo parcial por 120 minutos (Figura 4).
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Figura 4: Dosagem de Ocitocina plasmatica induzida por 25, 100 e 300 ug/Kg de LPS. Valores expressos como

média £ EPM; n = 3 a 8; * p<0,05 comparado com o grupo controle.
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4. DISCUSSAO

Este estudo mostrou que doses subsépticas de LPS podem promover distirbios na
regulagdo neuroenddcrina do comportamento de ingestéo, gerando déficits na reposicéo de sal
em animais desidratados (36 h), ndo compensados por todo o periodo de observagdo, e que
este déficit pode estar relacionado & participacdo de OT e/ou de NO, ndo acompanhado de
alteracBes sistémicas do balanco hidroeletrolitico como a concentragdo de eletrlitos (Na”,
K®) e de osmolalidade do plasma.

VariacOes positivas na concentracdo de nitrato plasméatico confirmaram a resposta
nitrérgica esperada para a agdo preponderantemente sistémica de LPS. A elevacdo plasmética
desse composto, acima dos niveis basais, confirma também a participacdo do NO mediando
um processo inflamatério ou infeccioso que, nesse caso, foi induzido pela administragéo (i.p.)
da endotoxina bacteriana. Sabe-se que o LPS, a IL-1, o interferon gama e o TNF-o sdo
potentes indutores da expressdao de NOS-11 em diferentes tipos celulares tais como: neurdnios,
astroglia, microglia, osteoclastos, células de Kupffer, macrofagos, células endoteliais e células
musculares lisas. O aumento da expressdo e producdo dessa enzima induzido por LPS
frequentemente foi acompanhado por uma elevacéo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias
no plasma (IL-1, IL-1pB, IL-6, INF-y, TNF-a). Por outro lado, observou-se que sua expressao
foi inibida por citocinas antiinflamatérias e glicocorticoides (HENEKA et al., 2001 apud
ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

Vérios trabalhos mostraram que patdgenos bacterianos estimulam expressdo de NOS-
Il gerando altas concentragdes de NO. Em casos de doengas inflamatdrias como artrite
reumatdide, arteriosclerose, diabetes, rejeicdo de transplante e choque séptico, ocorre
expressdo da atividade de NOS-1I em macr6fagos. O NO gerado atua sobre varias proteinas
como a catalase, citocromo c, lipoxigenase, hemoglobina e peroxidase, sendo também a COX
um de seus alvos, pois através da ativacdo dessa enzima estimula a producdo de
prostaglandinas, que sdo produtos do metabolismo do acido araquidénico (SALVEMINI et
al., 1993; AKTAN, 2004).

Outros estudos mostraram que neurdnios magnocelulares podem expressar COX e IL-
1B, a qual atuaria em OCVs induzindo a liberagdo de outros mediadores como PGE,, AVP e
OT. A PGE; também estimulou a liberagdo desses hormonios, mas parece ndo intermediar a
acéo da IL-1p sobre a secrecéo de OT (NAITO et al., 1991). Tanto a IL-1p como PGE; foram
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efetivas em estimular a liberagdo de OT, mas ndo de AVP (SUMMY-LONG et al., 2002),
confirmando a presenca de mecanismos seletivos para garantir a participacéo preferencial de
OT em ac¢Oes neuroimunoenddcrinas. Recentes evidéncias obtidas em nossos laboratdrios
mostraram que doses subsépticas de LPS (100 e 300 ug/Kg) estimularam a liberagdo de OT,
mas ndo de AVP, um efeito amplificado por bloqueio de receptores AT1 de angiotensina,
sugerindo participacéo inibidora adicional de ANG 11 sobre a secre¢do de OT induzida por
LPS em ratos normohidratados (GURRAOQ, 2008).

Em contraste, similar bloqueio inibiu a liberagdo de IL-1p estimulada por LPS,
significando que a ANG Il pode atuar como um componente reforgador indireto da liberagdo
de OT dependente de IL-1f (MIYOSHI et al., 2003). Acrescido o fato da IL-1f inibir a
ingestdo de sodio quando administrada centralmente (De CASTRO E SILVA et al., 2006),
poderiamos inferir que a inibicdo por LPS da ingestdo de sédio em nosso estudo possa ter
ocorrido por mecanismo neuroimunoregulador dependente do aumento de IL-1f em OCVs
(QUAN et al.,1999) e por conseqiiéncia de OT.

Cella et al. (2006), ao avaliarem se o LPS (5 mg/Kg; i.p.) modulava diferencialmente
0 tempo de expressdo de NOS e COX e a producdo de NO e PGs no Gtero de fémeas
estrogenizadas, observaram que a endotoxina bacteriana aumentava a expressao e a atividade
da NOS, 2 e 3 horas, respectivamente, apos tratamento com LPS. Tanto a expressdo de COX-
1 como de COX-2 aumentou 1 e 2 horas ap0s tratamento com LPS, respectivamente,
estimulando dessa maneira primeiramente a producdo de PGE; depois de NO. Quando se
administrou um inibidor seletivo da COX-2 (meloxicam) associado ao LPS verificou-se
aumento da produgdo de NO, sugerindo que a produgdo de prostaglandina inibiu a atividade
da NOS e que a interagdo entre NOS e COX poderia ser importante na regulacdo de processos
fisiopatoldgicos durante a prenhez.

Kathleen et al. (2003), ao avaliarem a relacéo entre a producéo de PGE; e NO durante
inflamagdo das meninges induzida por LPS (200 ug; E. coli, 0127:B8), observaram que a
inibicdo da sintese de PGs promovia um aumento de NO nas meninges e que a inibi¢do de
COX-2 por nimesulida (i.v.) poderia levar a um quadro de toxicidade induzido por NO.
Portanto, as PGs atuariam contribuindo para a retroalimentacdo negativa sobre a atividade da
NOS-II em condi¢des inflamatérias. Outros estudos observaram que o LPS, na dose de 1
pg/ml, estimulava a producgdo de altos niveis de PGE, em cultura de macréfagos e que esse
mediador inflamatorio, por sua vez, reduzia a producdo de NO. Além disso, verificou-se que

PGE; exdgena na dose de 1 e 10 ng/ml era capaz de estimular a liberagdo de NO, enquanto
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que concentragfes maiores (> 50 ng/mL) tinham efeito inibitério sobre a secre¢do de NO
(MILANO et al., 1995).

Experimentos realizados por Brian et al. (1995) também verificaram a agéo inibitoria
de PGE; sobre a producdo de NO induzido por LPS em cultura de células de Kupffer por 24 e
48 horas, sugerindo que PGE; pode agir como um importante regulador da sintese de NO.

As PGs podem atravessar a barreira hematoencefélica e atuar no SNC, aumentando a
atividade secretéria do PVN, nucleo esse responsavel pela produgdo de OT. Além disso, em
situacOes de infeccdo, inflamacdo e estresse o cérebro também é fonte de PGs. Estudos
mostram que o LPS (E. coli, 026:B6) aumenta a concentracdo desses mediadores
inflamatérios no OVLT, PVN e hipocampo, areas que possuem ambas as isoformas de COX
(PISTRITTO et al., 1999).

Knigge et al. (2003) mostrou que a infusdo (1 a 5pg/Kg) de prostaglandinas,
principalmente a PGE,, no ventriculo lateral estimulou de maneira dose-dependente a
secrecdo de OT e que a administragdo sistémica de indometacina, um inibidor da sintese de
prostaglandinas, reduziu a resposta de OT ao LPS (E. coli, 026:B6), sugerindo que as
prostaglandinas podem auxiliar como um componente estimulador da secrecdo de OT em
resposta ao estresse induzido por toxemia bacteriana.

A acdo imunorreguladora destes mediadores inflamatorios parece ocorrer a partir de
estruturas ligadas ao sistema magnocelular. Matsunaga et al. (2000) avaliaram o
envolvimento de neurdnios ocitocinérgicos na resposta de fase aguda por estudos de
expressdo para Fos. Esses autores observaram que doses de 5 ¢ 125 pg/Kg de LPS (E. coli,
055:B5) induziram intensa imunorreatividade nuclear para Fos, confirmando que a liberacéo
periférica de OT induzida por LPS pode ocorrer devido a ativacdo de neurdnios
magnocelulares localizados tanto no PVN como no SON.

A lesdo eletrolitica do AV3V reduziu significativamente ndo s6 a imunorreatividade
para fos no PVN e SON, mas também a secrecdo de OT e AVP induzida por LPS (E. coli,
026:B6), sugerindo que essas respostas dependem da integridade do AV3V e que a secregdo
desses hormdnios durante a endotoxemia ndo depende exclusivamente da queda do volume e
da pressdo sanguinea (BORGES et al., 2006). Essas evidéncias refor¢cam a hipotese de que o
sistema magnocelular pode sofrer influéncia direta de mediadores neuroimunogénicos
secretados em resposta a LPS ou a citocinas circulantes via areas desprovidas de barreira-

hematoencefalica.



35

Nossos resultados mostram evidéncias que a inibicdo do apetite a0 Na* induzido por
privacdo hidrica pode ter ocorrido em consequiéncia da agdo inibidora da OT secretada em
resposta a administragdo de LPS.

Sabe-se que um dos estimulos para a secre¢do de OT é o aumento da osmolalidade
plasméatica. Nessa situagdo, esse hormdnio é responsavel pela inibicdo da ingestdo de sal e
pela estimulacdo da natriurese. Porém, verificamos que nenhuma alteracdo de osmolalidade
ou de concentragdo de Na" e K* plasmaticos ocorreu que pudesse justificar o aumento da
concentracdo de OT circulante, significando que a resposta secretora de OT pode ser
resultante de mecanismos reguladores dependentes da resposta imune a toxemia bacteriana.
Nossos dados confirmam resultados anteriores (RAYMOND et al., 1979; BORGES et al.,
2006) obtidos por doses sépticas de LPS (2 e 5 mg/Kg de LPS de E. coli; 1,5 mg/Kg, (E. coli,
026:B6, respectivamente) que mostraram auséncia de variacdes da osmolalidade e da
concentragdo plasmaética de sodio e potassio.

O envolvimento da OT na acéo inibidora da ingestdo de sodio por LPS é sugestiva e
pode ter ocorrido por consequiéncia de sua elevagdo no plasma, independente do fato dos
animais terem reposto volume hidrico, o que explicaria o restabelecimento da osmolalidade e
concentragdo plasmatica de sddio e potéssio. No entanto, a inibi¢do de ingestdo de sddio pode
ter impedido a regularizacdo da massa total de sodio perdida durante o periodo de privacéo.
Esse aparente desequilibrio do balango de sédio pode ter ocorrido como detrimento em prol
de agbes imunogénicas da OT, que nesta condicdo recebe regulagdo preponderante de
citocinas liberadas centralmente.

De fato, Iseri et al. (2005) sugeriram que a OT poderia estar envolvida na modulagéo
de processos inflamatorios e imunes, protegendo o organismo contra danos oxidativos
causados por radicais livres. Sabe-se que durante a sepse, ocorre um aumento excessivo da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem em parte levar a falha multipla
dos 6rgdos. Esses autores sugeriram que a OT pode ter um valor terapéutico limitando a falha
multipla dos 6rgdos induzida por LPS e que seu efeito estd relacionado & inibicdo da
infiltracdo tecidual de neutréfilos, que seriam os responsaveis pela sintese de ROS e NO.
Outros estudos também mostraram que o efeito terapéutico da OT deve-se ao fato desse
horménio atuar como agente antioxidante, facilitando a cura de infec¢des do trato urinario
induzido por LPS (BIYIKLI et al., 2006).

Outros estudos demonstraram a existéncia de OT e de seus receptores no timo,
sugerindo que esse hormdnio poderia apresentar efeitos antiinflamatorios e imune-

moduladores. Petersson et al. (2001) observaram que a administracdo subcutanea de OT
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diminuia a inflamacéo induzida por carragenina em ratos, porém esse efeito ndo foi observado
quando a administracdo de OT era i.c.v., além disso, a quantidade de mieloperoxidase na pata
dos animais, um marcador de recrutamento de neutrofilos, estava reduzida. Logo, é possivel
que a acdo da OT seja de natureza sisttmica e possa ocorrer via inibicdo do recrutamento
dessas celulas imunocompetentes.

Observou-se também que doses subsépticas de LPS néo alteraram o comportamento
de ingestdo de &4gua em ratos submetidos ao protocolo de privacdo descrito anteriormente. O
modelo de privacdo hidrica € uma forma de induzir estado de desidratagdo. Este estado faz
com que VArios mecanismos sejam ativados (sistema Renina-Angiontensina-Aldosterona,
ativagéo de osmorreceptores, liberagdo de AVP, OT e ANP) culminando na busca pela 4gua e
apetite ao sodio. Fitzsimons (1998) mostra a importancia da ANG Il para a sede através do
antagonismo do Sistema Renina-Angiontensina em ratos submetidos & privacdo hidrica. O
antagonismo farmacoldgico desse sistema impede ndo s a ingestdo de 4gua como também o
apetite a0 Na" em animais submetidos & privacdo hidrica ou desidratagdo extracelular pura,
sugerindo a participagdo e a importancia da ANG Il na ativacdo da ingestdo regulatoria de
Na".

Estudos realizados por De Luca et al. (2007) mostraram que a ingestdo de salina 1,8%
durante um teste de apetite ao sodio aumentava em funcéo do periodo de privacdo hidrica e
que ratos que ndo foram submetidos & privacdo ingeriram um volume significativamente
menor de salina durante o teste. Esses autores também observaram que a inibicéo da enzima
conversora de Angiontesina ou dos receptores de ANG Il inibiram fortemente a ingestéo de
NaCl 1,8%, sugerindo que a ANG Il central medeia o apetite a0 Na* induzido por privagéo
hidrica.

Nossos resultados mostraram que o volume ingerido durante o periodo de oferta de
agua ndo foi significativamente diferente quando comparado ao controle, sugerindo que as
doses e a cepa de LPS utilizada nesse trabalho ndo foi capaz de alterar os mecanismos
periféricos e centrais ativados durante a privacdo, com o objetivo de restabelecer o equilibrio
hidroeletrolitico.

Esses resultados diferem de estudos anteriores que mostraram que o LPS inibiu a
busca pela &gua em ratos privados por 24 e 48 horas (NICOLETTA et al., 1983; CALAPAI et
al., 1994), porém esses estudos trabalharam com doses maiores e cepas bacterianas diferentes

das utilizadas nesse estudo.
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5. CONCLUSAO

A administracdo de doses subsépticas de LPS (25, 50, 100 ¢ 300 pg/Kg) em ratos
submetidos a privagdo por 36 h causou aumento nos niveis plasméticos de NO e OT, inibigéo
seletiva da reposicdo de NaCl, sem acarretar alteragdes na concentracdo de Na' e K' e

osmolalidade plasmética.
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