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RESUMO

Concentracdes de lipopolissacarideo bacteriano (LPS; Escherichia coli sorotipo
0111:B4) que ndo causam choque endotdxico foram escolhidas para este estudo com o
objetivo de avaliar a ocorréncia de resposta inflamatdria branda e suas conseqiiéncias sobre o
eixo hipotalamo-neurohipofisério-atrial e hipotalamo-hipdfise-adrenal. A participagdo do
sistema renina-angiotensina como um mediador dessa resposta neuroimunoenddcrina foi
avaliada pelo bloqueio de receptores AT: de angiotensina Il (ANG Il). Medidas da
concentragdo plasmatica de ocitocina (OT), vasopressina (AVP), peptideo natriurético atrial
(ANP) e corticosterona foram realizadas para testar a integridade funcional destes eixos.
Ratos Wistar (250-300g) receberam injegdes de LPS por via intraperitoneal (i.p.) nas doses de
0,1 e 0,3 mg/Kg de peso corporal (p.c.) e outro grupo foi previamente (10 min) tratado com
losartan (10 mg/Kg p.c.), um antagonista de receptores AT; de ANG Il. A secre¢do hormonal
foi avaliada 30 min ou 120 min apds a administracdo da menor ou maior dose de LPS,
respectivamente. As dosagens de hormdénios plasmaticos foram realizadas através da técnica
de Radioimunoensaio especifico. Os resultados sdo expressos como médias £+ EPM e as
diferencas estatisticamente significantes foram avaliadas por Teste t. Este estudo mostrou que
a administragéo sistémica de LPS promoveu aumento na secre¢do de OT, corticosterona e
diminuicdo na liberagdo de ANP, sem alterar a concentragcdo de AVP no plasma. Os efeitos
desta endotoxina foram mais evidentes aos 120 min sobre a secregdo de OT e exclusivos para
a secrecdo de corticosterona e ANP. Além disso, o bloqueio de receptores AT potencializou
o efeito estimulante do LPS sobre a secre¢édo de OT (0,1 e 0,3 mg/Kg de LPS) e a inibicdo
sobre a secre¢cdo de ANP (0,3 mg/Kg de LPS). Em contraste, esse bloqueio diminuiu a
secrecédo de corticosterona estimulada por LPS (0,3 mg/Kg de LPS), sugerindo a participagdo
efetiva da ANG Il como um mediador da resposta neuroimunoenddcrina conseqiente a

endotoxemia bacteriana aqui simulada por administracdo de doses subendotdxicas de LPS.

Palavras chave: LPS, Angiotensina Il, Ocitocina, Vasopressina, Corticosterona e Peptideo

Natriurético Atrial.



ABSTRACT

Concentrations of bacteria's lipopolysacharide (LPS; Escherichia coli sorotype
0111:B4) that can not cause septic shock were chosen for this work to evaluate the ocurrence
of a ligth inflammatory response and its consequences in the hypothalamic-neuropituitary-
atrial and hypothalamic-pituitary-adrenal axis. The involvement of renin-angiotensin system
as a mediator of neuroendocrinologies responses was evaluated by the blocked angiotensin 11
(ANG II) receptor type 1. Measures of ocytocin (OT), vasopressin (AVP), atrial natriuretic
peptide (ANP) and corticosterone's plasma concentration were made to evaluate the
functional integrity of the axis. Male rats Wistar (250-300g) were administrated with LPS by
intraperitoneal via (i.p.) in doses of 0.1 and 0.3 mg/Kg of body weigth (b.w.) or previously
(10 min) treated with losartan (10 mg/Kg b.w.), an antagonist of the type-1 ANG Il receptors.
The hormonal secretion was evaluated 30 min or 120 min after the administration of the
smaller or greater dose of LPS, respectively. The dosages of plasmatic hormones were carried
out through Radioimunoassay Technique. The results were expressed as mean+SEM and the
statistically significant differences were evaluated by t test. This work showed that the
systemic administration of LPS promoted increase in the OT, corticosterone's secretion and
decrease of ANP release, without change AVP's concentration in plasma. The effects of this
endotoxin were clearest in 120 min upon OT's secretion and exclusive for corticosterone and
ANP's secretion. Moreover, the blocked of AT;'s receptors potentialized the stimulated effect
of LPS upon OT's secretion (0.1 and 0.3 mg/Kg of LPS) and the inhibition upon ANP's
secretion (0.3 mg/Kg of LPS). In contrast, this blocked decreased corticosterone's secretion
stimulated by LPS (0.3 mg/Kg of LPS), suggesting the participation of ANG Il as a mediator
of a neuroimmunoendocrine response in consequence of the bacteria endotoxemia here

simulated by the administration of subseptics doses of LPS.

Keywords: LPS, Angiotensin I, Ocytocin, Vasopressin, Corticosterone, Atrial Natriuretic
Peptide



LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH: Horménio adrenocorticotropico
ANG II: Angiotensina Il

ANP: Peptideo Natriurético Atrial

AP: Area Postrema

AVP: Arginina Vasopressina

AV3V: Regido Anterior do Terceiro Ventriculo
CA: Comissura Anterior

CO: Monoxido de Carbono

COX: Ciclooxigenase

CRH: Hormonio Liberador de Corticotropina
CVOs: Orgdos Circunventriculares

e.v.: endovenosa

HHA.: Hipotalamo-Hipd&fise-Adrenal

i.c.v.: intracerebroventricular

IL-1B: Interleucina 1-beta

IL-6: Interleucina - 6

i.p.: intraperitoneal

LCR: Liquido Cefalorraquidiano

LPS: Lipopolissacarideo

MnPO: Nucleo Préoptico Mediano

NO: Oxido Nitrico

NOS: Oxido Nitrico Sintase

NOS-II: Oxido Nitrico Sintase 11 ou Induzida
NTS: Nucleo do Trato Solitario

OT: Ocitocina

OVLT: Orgdo Vascular da Lamina Terminal
p.c.: peso corporal

PGs: prostaglandinas

PVN: Nucleo Paraventricular do Hipotalamo
RIE: Radioimunoensaio

SFO: Orgéo Subfornicial



SNC: Sistema Nervoso Central
SON: Nucleo Supra-6ptico do Hipotalamo
SRA: Sistema Renina-Angiotensina

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral-alfa
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1. INTRODUCAO

A manutencdo da osmolalidade plasmética e a regulacdo de volume dos varios
compartimentos do organismo sdo fundamentais para manter os animais em condi¢Oes
fisiologicas. A constancia da composicdo do meio interno é mantida basicamente pelo
controle da ingestdo e excregdo renal de agua e sodio. O sodio é o principal soluto extracelular
e 0 mais efetivo em criar um gradiente osmoético que permite 0 movimento de agua entre 0s
compartimentos intracelular e extracelular. Assim, o contetido total de sédio e dos &nions que
0 acompanham (CI" e HCO3") determina, no nosso organismo, a osmolalidade plasmética e o
volume do liquido extracelular (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

O volume e a osmolalidade dos fluidos corporais de mamiferos sdo regulados em
resposta a estimulos provenientes tanto do meio intracelular como do meio extracelular. Esses
estimulos sdo detectados por duas categorias de receptores: osmorreceptores e
mecanorreceptores (receptores de volume e pressdo). Essa informacdo é encaminhada para
areas especificas do Sistema Nervoso Central (SNC) responsaveis por uma resposta integrada,
a qual é dependente da integridade da regido antero-ventral do terceiro ventriculo (AV3V) e
6rgdo subfornicial (SFO). Além disso, o nlcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), nlcleo
supra-optico (SON), locus ceruleus e nlcleo parabraquial lateral, dentre outros, também
representam importantes estruturas envolvidas no balango hidromineral (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2005).

Osmorreceptor é um sensor de sddio localizado em regides cerebrais desprovidas de
barreira hematoencefélica, como os drgédos circunventriculares (CVOs), a regido AV3V e a
area postrema (AP), que podem estar envolvidas na regulagdo do apetite ao sodio e sua
excrecdo em resposta a variagdes da concentracdo desse soluto no liquido cefalorraquidiano
(LCR), bem como estéo envolvidas na génese da sede. A regido AV3V inclui a parte ventral
do nucleo pré-6ptico mediano (MnPO) e o 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT). A
regido AV3V, SFO e a AP contém neurdnios que sdo sensiveis as variaces de osmolalidade
do LCR e apresenta conexfes com o PVN (Figura 01) (ANTUNES-RODRIGUES et al.,
2005). Os receptores angiotensinérgicos séo particularmente densos no hipotalamo anterior e
tecido ao redor da regido AV3V (incluindo o OVLT e o MnPQO), bem como no SFO, SON e
PVN (FITZSIMONS, 1998).
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Figura 01: Seccdo sagital do cérebro de rato mostrando: A, localizagdo dos 6rgdos circunventriculares (area
sombreada); B, detalhe da parede anterior do terceiro ventriculo cerebral, indicando os 6rgdos
cincunventriculares pertencentes a lamina terminal (area pontilhada). Orgdo vascular da lamina terminal
(OVLT), 6rgdo subfonicial (SFO), nicleo pré-6ptico mediano (MnPO) ventral (v) e dorsal (d), comissura
anterior (CA). (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

1.1 Sistema Renina-Angiotensina

O horménio circulante angiotensina Il (ANGII) é um importante fator humoral na
regulacdo cardiovascular, na homeostase dos liquidos corporais e eletrélitos. E um potente
vasoconstritor, atua estimulando a retencdo de sodio ao promover a secre¢cdo do horménio
aldosterona do cortex adrenal, envolvida na geracdo de sede e apetite ao sédio, liberagdo do
hormanio arginina vasopressina (AVP), regulagéo intrarenal do balango glomerular-tubular, e
retroalimentacdo negativa da liberagdo de renina renal. O papel da ANGII na regulacdo da
homeostase dos fluidos corporais ocorre ndo por ela atravessar a barreira hematoencefélica,
mas por ser um neuropeptideo produzido no SNC, onde pode atuar como um
neurotransmissor ou modulador da funcdo neural ao influenciar a sede, a secregdo de AVP,

liberacdo de renina, excregdo de sodio e temperatura corporal (McKINLEY et al., 2003).



14

1.1.1 Sistema Renina-Angiotensina Sistémico

O sistema renina-angiotensina (SRA) periférico participa ativamente da manutencéo
da constancia do sodio do liquido extracelular, bem como da homeostase dos liquidos
organicos. A molécula precursora do SRA é o angiotensinogénio, produzido no figado e
secretado na circulacdo sistémica, onde é clivado pela renina, enzima proteolitica produzida
pelas células endoteliais da parede da arteriola aferente do glomérulo renal, dando origem ao
decapeptideo angiotensina | (ANG 1). A ANG | é, por sua vez, convertida no octapeptideo
ANG Il pela agdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), essa enzima é produzida
principalmente nos pulmdes, sendo também encontrada nos rins e nas células endoteliais do
sistema vascular sisttmico (DE LUCA et al., 2000; ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005;
BOHLEN & ALBRECHT, 2006). A ANG Il também ¢é produzida no cérebro e, pode atuar
independentemente da ANG Il periférica. A ANG Il ndo atravessa a barreira
hematoencefalica, porém a ANG Il circulante pode atuar em seus receptores localizados nos
CVOs (DE LUCA et al., 2000).

A renina € uma enzima proteolitica secretada pelo aparelho justaglomerular em
resposta a diversos estimulos fisioldgicos, incluindo declinio da concentragdo de sédio no
tlbulo distal e queda da presséo de perfusdo renal. A atividade nervosa simpatica renal, os
agonistas dos receptores f-adrenérgicos e a prostaglandina I, (PGI,) estimulam diretamente a
secrecdo de renina (RANG et al., 2004). Os principais inibidores da sintese e liberacdo de
renina sdo: a ANG Il, o peptideo natriurético atrial (ANP) e a AVP (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2005).

O estimulo mais importante para a liberacdo de renina é a diminuicdo da pressdo de
perfusdo renal, o que pode ser devido a hemorragia, hipotensdo ou redugdo do volume do
liquido extracelular, normalmente observada apds a deple¢do de sodio. Esses estimulos
determinam aumento da producéo de renina e ativagdo do SRA, secre¢do de aldosterona e
consequente aumento da reabsor¢do de sodio, expansdo do volume e aumento da pressao
arterial. Como consequéncia, ocorre diminui¢do da produgdo de renina, estabelecendo assim o
seu controle homeostatico. Os rins participam da regulagcdo da homeostase cardiovascular e do
equilibrio hidrossalino através de trés mecanismos principais: controlando a excre¢do de sodio
e &gua e a secre¢do de renina (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

A ANG Il circulante é um potente vasoconstritor, induzindo a elevacdo da pressdo

arterial, estimulando também a secrecdo de aldosterona, que aumenta a reabsorcéo de sodio e



15

excrecao renal de potassio. Além de estimular a secrecdo de hormdnio adrenocorticotrofico
(ACTH), liberacdo de AVP, catecolaminas, glicogenolise, funcdo renal e vasoconstricéo, e
atua também sobre o comportamento alimentar, estimulando a ingestdo de agua e o apetite
para o sodio (FITZSIMONS, 1998; ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

1.1.2 Sistema Renina-Angiotensina Cerebral

Todos os componentes do SRA, incluindo os precursores e enzimas necessarias para a
producéo e degradacdo de angiotensina, assim como 0s seus receptores AT; e AT,, foram
identificados no cérebro (SAAVEDRA, 1992; FITZSIMONS, 1998). Os receptores ATy,
expressos no cérebro e tecidos periféricos, sdo responsaveis por agles classicas do SRA,
incluindo a homeostase da pressdo arterial e a regulacdo da ingestdo e balanco hidrico
(DAVISSON et al., 2000). O SRA cerebral promove aumento da pressdo arterial, sede,
apetite ao sodio, secregdo de AVP e de ACTH (PHILLIPS, 1987). A ANG II cerebral atua
regulando a pressdo sangliinea independentemente do SRA sistémico, por interferir na
secrecdo de AVP e ACTH ou na modulacdo do reflexo barorreceptor e da atividade de
eferéncias simpéticas. A ANG Il sistémica atua principalmente sobre os CVOs, onde ela pode
ativar neurdnios angiotensinérgicos, que por sua vez mediariam acfes dipsogénicas
(FITZSIMONS, 1998). No entanto, 0 SRA cerebral pode agir independente do SRA sistémico

quando a origem reguladora utiliza outra via de sinalizacéo.

1.1.3 Receptores de Angiotensina

As acdes da ANG Il sdo mediadas através dos receptores AT, e ATy:

e AT;: é um receptor especifico ligado & membrana e acoplado a proteina G. As suas
acdes incluem: vasoconstricdo generalizada, particularmente pronunciada nas
arteriolas eferentes renais, aumento da liberacdo de noradrenalina das terminagdes

nervosas simpéticas, reforcando a vasoconstricdo e aumentando a frequéncia cardiaca
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e a forca de contracdo do coracdo; estimulagdo da reabsorcdo tubular proximal de
sodio; secrecdo de aldosterona do cortex supra-renal (RANG et al., 2004). Os
receptores AT, neuronais sdo responséaveis por mediar acdes estimulatdrias da ANG I
na pressdo arterial, ingestdo de &gua e sal, e secrecdo de AVP. (BOHLEN &
ALBRECHT, 2006). O receptor AT; de ANG Il é encontrado ao longo da lamina
terminal de todos os mamiferos. O receptor AT, é encontrado em alta concentragdo no
SFO e no OVLT sendo também expresso no MnPO (McKINLEY, 1999), no PVN e
no SON, nlcleo parabraquial lateral, medula ventrolateral e nlcleo do trato solitario
(NTS), onde participam da regulacdo do sistema cardiovascular e/ou balango
hidroeletrolitico (McKINLEY, 2003).

e AT, a fungdo deste receptor ainda ndo estd bem estabelecida, sabe-se que podem
atuar no estabelecimento da diferenciagdo celular, apoptose e vasodilatacdo (RANG et
al., 2004; BOHLEN & ALBRECHT, 2006).

1.1.4 Fungdes da Angiotensina na Sede e Apetite ao Sal

A sede é uma sensacdo que motiva a procura, obtencdo e consumo de agua, e €
desencadeada pela desidratacéo celular (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005). A sede € um
componente importante da sequéncia coordenada de respostas fisiologicas que mantém o
volume e a composicdo dos liquidos corporais (McKINLEY, 2004). A ANG Il é um
horménio dipsogénico e natriorexigénico. Produz sede agindo sobre os CVOs. Dos varios
receptores de ANG Il, os mais importantes para seu efeito dipsogénico séo os receptores AT
presentes nos CVOs, tais como SFO e OVLT, podendo haver também alguma participacéo de
receptores AT, (FITZSIMONS, 1998).

Os principais sitios de acdo da ANG Il no cérebro sdo a AP, SFO e OVLT. A AP esté
envolvida na acdo pressora da ANG I, enquanto que o SFO esta relacionado ao
comportamento de ingestdo, efeito pressor e secre¢cdo de AVP. O OVLT e estruturas
adjacentes sdo importantes para a agdo central da ANG Il (ANTUNES-RODRIGUES et al.,
2005).
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A administracdo central de um antagonista dos receptores AT, bloqueou a ingestéo, a
liberacdo de AVP, respostas pressora, natriurese, reduziu a secre¢do de renina e a expresséo
do gene c-fos na LT em resposta a administracéo central de renina ou ANG Il (McKINLEY,
1999). A acdo da ANG Il na inducdo de apetite ao sddio pode também ser mediada pelos
neurdnios na LT. Em ratos a administracdo central ou periférica de ANG Il provocou aumento
do apetite ao sddio (PHILLIPS, 1987; McKINLEY, 1999). Além disso, baixo nivel de sal na
dieta pode resultar em hipovolemia e ingestéo preferencial de sodio (PHILLIPS, 1987).

A osmorregulacéo, a regulacéo de volume e o balanco de fluidos corporais geralmente,
séo regulados na maioria das vezes por dois sistemas centrais, um que controla a sede e o
comportamento de ingestdo de sodio e um que controla a secrecdo pela neurohipofise do
horménio peptideo AVP e OT (STRICKER & VERBALL, 2007).

Na presenca de estimulo hipovolémico (hemorragia ou desidratagdo) ocorre um
aumento da ANG Il circulante devido & queda da pressdo arterial e conseqliente secregdo de
renina. A ANG II, por sua vez, age em receptores no SFO. As informacdes aferentes oriundas
dos barorreceptores cardiopulmonares que chegam ao nucleo do trato solitrio (NTS)
participam também do controle da liberagdo de AVP e, ainda, induzem sede e ingestdo de
sodio em resposta a queda do volume sangiiineo ou queda da pressdo arterial (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2005). A ingestdo de sddio € fundamental para repor o volume perdido
durante a desidratagdo (DE LUCA et al., 2000).

A desidratacdo celular e a hipovolemia séo as duas causas principais de déficit de
ingestdo. O aumento da carga de sodio em funcdo da perda de &gua intracelular é detectada
por osmorreceptores e possivelmente por sensores de sodio localizados no hipotalamo ou
CVOs. A hipovolemia é detectada por estes sensores que causam um aumento tardio no
apetite ao sodio, bem como na sede. O SRA parece estar mais envolvido no comportamento
de ingestdo induzido por hipovolemia (FITZSIMONS, 1998).

A hiperosmolalidade é um forte estimulo para a ingestdo da agua. Quando as células
osmorreceptoras no SFO e OVLT séo expostas a hiperosmolalidade ativam neurdnios que
projetam para o PVN e para SON no hipotalamo para estimular a sede. Uma queda na pressdo
arterial aumenta a sede em resposta a ANG Il administrada por via intracerebroventricular
(i.c.v.). Entretanto, a sede é inibida pelo aumento na pressao arterial, a qual é detectada por
barorreceptores arteriais e inibe a sede induzida pela infusdo de ANG II, hipovolemia ou
hiperosmolalidade. A ANG Il é um forte agente dipsogénico que atua sobre receptores AT
presentes no SFO e induz aumento da expressdo da proteina c-fos no MnPO, SFO, PVN, e
SON (SKOTT, 2003).
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Muitos estimuladores da sede, tais como a hipovolemia e a ANG Il induzem também
apetite ao sodio, o qual é geralmente mais lento para responder e persistente para cessar sua
atividade, diferente da resposta dipsogénica. Os osmorreceptores que provocam 0 apetite ao
sodio sdo os mesmos induzidos pela sede e estdo localizados no OVLT e no SFO. O apetite ao
sodio é estimulado pela deficiéncia de sodio, hipovolemia, pela ANG Il, e por
mineralocorticoides (SKOTT, 2003).

Os nucleos SFO, OVLT e a AP contém receptores angiotensinérgicos que sdo
acessiveis a ANG Il circulante. O aumento nos niveis de ANG Il circulante parece ter um
importante papel na estimulacdo de apetite ao sodio apds deficiéncia de sodio, porque em
ratos privados de sédio e adrenalectomizados, o tratamento com captopril reduziu a ingestdo
de sodio por um efeito periférico e a infusdo de ANG Il restaurou a ingestdo de sodio. Isto é
consistente com o papel do SRA circulante na regulagdo do apetite ao sddio através dos CVOs
(SKOTT, 2003).

A ingestdo de alimento, a liberagdo de AVP e de ACTH, e a regulacdo da pressdo
arterial parecem ser ativadas pela ac8o sinérgica da ANGII e da aldosterona. A interacdo da
aldosterona e da ANG Il pode envolver neur6nios ocitocinérgicos centrais, os quais limitam a
ingestdo de Cloreto de sddio induzida pela ANG Il (i.c.v.) (SKOTT, 2003). A aldosterona
pode atravessar a barreira hematoencefalica, e aumentar o numero de receptores
angiotensinérgicos cerebrais (PHILLIPS, 1987).

A ANG Il e a aldosterona atuam no sentido de conservar sodio e impedir queda na
volemia e pressdo arterial. As acOes desses hormoénios sdo antagonizadas pela ocitocina e
ANP, estes sdo secretados na circulagdo sanguinea durante expansdo de volume isotdnica e
hipertdnica, e ambos tém acgdo natriurética, esses hormdnios também inibem a sede e o apetite
ao sodio (ANTUNES-RODRIGUES, 2005).
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1.2 Regulacdo Neuroimunoenddcrina na Endotoxemia

A sepse é uma condicéo que resulta de uma resposta inflamatdria nociva ou prejudicial
no hospedeiro frente a uma infeccdo. Muitos dos componentes da resposta imune inata que
estdo normalmente relacionadas com a defesa do hospedeiro contra infeccdo podem, sob
algumas circunstancias, causar danos celulares e teciduais levando a falha mdltipla dos
6rgdos, caracteristica clinica da sepse. A sepse e o choque endotoxico podem ser induzidos
através de modelos experimentais utilizando o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (COHEN,
2002).

O LPS é uma endotoxina presente na parede celular de bactérias Gram-negativas
sendo composta por trés dominios: antigeno O, nucleo e lipideo A. O lipideo O é uma cadeia
varidvel de unidades repetidas de oligossacarideos que se estendem ao meio externo e é
especifica para cada LPS, depende do sorotipo bacteriano. O nlcleo é um
heterooligossacarideo estruturalmente menos variavel. O lipideo A, componente que constitui
a por¢do mais uniforme do LPS, é um glicolipideo que atua como ancoragem a membrana
externa da bactéria e é responsavel pelo principio endotdxico do LPS. Quando uma bactéria
Gram-negativa se divide ou morre no organismo hospedeiro, a endotoxina € liberada em
forma de LPS livre ou associada & proteina A da parede externa bacteriana. O LPS se associa
aos fatores presentes no soro (albumina, transferrina, hemoglobina, proteina de ligacdo ao
LPS e lisozima) e interage com receptores expressos nos leucocitos. Essas celulas secretam
mediadores enddgenos, os quais induzem a resposta imune tipica (RIETSCHEL et al., 1996
apud ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005).

O LPS tem sido utilizado experimentalmente para mimetizar uma situacéo clinica de
choque endotoxico (WAN et al., 1993), esta endotoxina causa alteragdes hemodinamicas e
liberacdo de hormonios, tais como, AVP, OT (GIUSTI-PAIVA et al., 2003; 2004; 2005;
CARNIO et al, 2006), ANP (STABILE et al., 2007), horménio adrenocorticotropico
(ACTH) (McCANN et al., 2000; BORGES et al., 2006) e corticosterona (WAN et al., 1993;
BORGES et al., 2006). Esses horménios sdo importantes para manutencdo do equilibrio
hemodindmico e regulacdo da resposta inflamatoria.

A resposta do organismo frente as alteracbes da homeostase causadas por LPS é
chamada de reacdo de fase aguda, essa resposta € mediada em parte por citocinas pro-

inflamatoérias, tais como: interleucina-1beta (IL-1 B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
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tumoral-alfa (TNF- a) que sdo sintetizadas por neutréfilos, macrofagos, células endoteliais e
musculares, que por sua vez desencadeiam a liberacdo de mediadores secundéarios (por
exemplo, 6xido nitrico — NO - e prostaglandinas - PGs) (MATSUNAGA et al., 2000). Como
consequéncia, ocorre diminuigdo do tdénus muscular e do débito cardiaco resultando em
hipotensdo e mé perfusdo tecidual (MACHADO et al., 2004).

A IL-6 e TNFa atuam sinergicamente com a IL-1 em resposta a pirdgenos exdgenos
(LUHESHI, 1998; ROTH & SOUZA, 2001). O TNF-o é uma das primeiras citocinas que
aparece na circulacdo apds administracdo sistémica de LPS, seguida por tracos de IL-1p ¢
altas concentragdes de IL-6, IL-8 (ROTH, 1993 apud ROTH & SOUZA, 2001). Essas
citocinas sdo produzidas nas fases iniciais da infec¢do e séo responsaveis, por meio de sua
acdo no hipotalamo, pelo aparecimento da febre que inibe a multiplicagdo bacteriana
(MACHADO et al., 2004).

Durante uma infecgdo, produtos bacterianos e virais promovem a liberagdo de
citocinas pro-inflamatdrias de células imunes. O LPS causa uma variedade de mudangas no
SNC mediada na maioria das vezes pelas citocinas. A resposta neuroenddcrina com a ativagéo
do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA) pode ser mimetizada pela inje¢do central ou
periférica (via endovenosa (e.v.) ou intraperitoneal (i.p.)) de LPS (McCANN et al., 2000).

O LPS circulante via citocinas pro-inflamatdrias ativa o cérebro através dos CVOs,
inicialmente na AP e no OVLT. Xia & Krukoff (2001) observaram que dose de 12,5 pg/Kg de
LPS (L-4005) induziu a expressdo do gene da IL-1 B nos CVOs, plexo cordide, meninges,
vasos sanguineos e hipofise uma hora apds a administracdo da endotoxina bacteriana. J& a
dose de 50 pg/Kg induziu a expressdo do gene da IL-1 B no NTS e aumentou os niveis de
RNA heteronuclear de vasopressina no hipotdlamo. As &reas cerebrais ativadas por ambas as
doses de LPS foram a AP, OVLT, NTS, area predptica, SON e PVN (XIA & KRUKOFF,
2001). Trabalhos realizados por outros autores reforcam a hipétese de que o LPS induziu
intensa imunorreatividade nuclear para Fos em neurdnios magnocelulares ocitocinérgicos e
vasopressinérgicos no SON e no PVN (ELMQUIST et al., 1996; MATSUNAGA et al.,
2000).

Luheshi (1998) levanta duas hipdteses para explicar como as citocinas circulantes
podem influenciar o cérebro. Uma delas sugere que essas citocinas se comunicam com o
cérebro através de areas desprovidas de barreira hematoencefalica, como os CVOs. A outra
hipGtese sugere que ocorre ativacdo de receptores de citocinas presentes nas células

endoteliais que transmitem sinais para o cérebro via outros mediadores (LUHESHI, 1998).
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Roth & Souza (2001) reforgam que as citocinas podem se comunicar com o SNC
através de areas cerebrais desprovidos de barreira hematoencefalica (CVOs). Os receptores de
citocinas estdo localizados na superficie de células endoteliais no cérebro e sdo alvos
potenciais das citocinas circulantes. As células gliais e células endoteliais poderdo produzir e
liberar mediadores secundarios (NO, prostaglandina E, - PGE; - e mondxido de carbono -
CO) no cérebro e ter acesso a estruturas termorregulatorias na area pré-Optica e no ndcleo
hipotalamico, os quais estéo envolvidos na regulacdo da temperatura corporal.

Quan et al. (1999), informou que doses de LPS superiores a 0,5 mg/Kg séo capazes de
mimetizar uma sepse, enquanto que doses inferiores a esta sdo consideradas subendotoxicas.
Estes pesquisadores mostraram que a administracdo periférica de doses subendotdxicas de
LPS (sorotipo 055:B5) induziu a expressdo do mRNA da IL-1 e TNF-a somente no plexo
cordide, meninge e nos CVOs, os quais estdo envolvidos no processo da febre. O OVLT e
AV3V tém sido identificados como sitios de produgdo de IL-1B ¢ TNF-o em resposta a
injecOes de doses endotdxica de LPS (QUAN et al., 1999).

Estudos realizados por Matsunaga et al. (2000) observaram que doses subendotdxicas
(5 ¢ 125 png/Kg) de LPS (sorotipo 055:B5) induziram a imunorreatividade nuclear para Fos
em neurdnios magnocelulares ocitocinérgicos e vasopressinérgicos no SON e no PVN. Esses
resultados também foram observados em modelos experimentais de choque endotdxico, em
que esta endotoxina (1,5 mg/Kg, sorotipo 026:B6) aumentou o numero de células com
imunorreatividade nuclear para Fos no SON e PVN do hipotalamo, além de ter aumentado os
niveis plasmaticos de AVP, OT, ACTH e corticosterona. Neste estudo, verificou-se que a
lesdo eletrolitica na regido AV3V reduziu significativamente a imunorreatividade nuclear para
Fos no PVN e no SON e a secrecdo de AVP e OT, determinando que a integridade da regido
AV3V é essencial para secre¢do de hormonios hipofisarios induzida por LPS (BORGES et
al., 2006). Além disso, lesdo eletrolitica no SFO também promoveu uma reducéo significativa
na imunorreatividade nuclear para Fos no SON e PVN, bem como a secregdo dos horménios
AVP e OT induzida por LPS (BORGES & ROCHA, 2006).

Sabe-se que AVP participa da regulacdo da pressdo arterial e da osmolalidade
plasméatica (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005). Foi observado em estudos com doses
endotoxicas de LPS que na fase inicial do choque endotdxico ocorre aumento significativo
nos niveis plasmaticos de AVP, no entanto, em periodo prolongado ocorreu um declinio
substancial na secrecdo deste hormonio mesmo na presenca de uma hipotensdo arterial
(CARNIO et al., 2006; GIUSTI-PAIVA et al., 2003). No modelo de choque endotoxico, foi

observado que a infusdo de solucdo salina hipertonica restaurou a presséo arterial, sugerindo
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que a capacidade do sistema neurohipofisario para a secrecdo de AVP ndo foi alterada
(GIUSTI-PAIVA et al., 2007). Trabalhos realizados por Giusti-Paiva et al. (2003, 2005)
demonstraram que o NO e o CO podem exercer um efeito inibitorio sobre a secrecdo deste
hormonio induzido por LPS (GIUSTI-PAIVA et al., 2003; 2005).

NO e CO sdo moléculas gasosas sintetizadas endogenamente e atuam como
neurotransmissores no SNC. A producdo de NO é catalizada pela enzima 6xido nitrico sintase
(NOS), que utiliza como precursor a L-arginina. Existem trés isoformas conhecidas da NOS:
uma forma induzivel (iNOS ou NOS-II): expressa nos macréfagos e nas células de Kupffer,
neutrdfilos, fibroblastos, masculo liso vascular e células endoteliais em resposta a estimulos
patoldgicos, como microorganismos invasores; e duas constitutivas, que estdo presentes em
condicdes fisioldgicas no endotélio (eNOS ou NOS-I111) e nos neurdnios (nNOS ou NOS-I). A
NOS-III ndo se restringe ao endotélio, sendo também encontrada em midcitos cardiacos,
células mensagiais renais, osteoblastos e osteoclastos e, em pequenas quantidades, nas
plaquetas (RANG et al., 2004). A enzima NOS-I foi detectada em varias areas cerebrais,
inclusive em estruturas chaves envolvidas na regulacdo da homeostase dos fluidos corporais e
pressao arterial (LIU et al., 1998). A producdo de CO ocorre durante o catabolismo do
grupamento hemina pela enzima heme-oxigenase (HO), que tem sua localizagéo similar a da
NOS no SNC, presente também no hipotalamo. Existem trés isoformas da HO, sendo que a
HO-2 ¢ a isoforma constitutiva e a HO-1 é a induzida. A HO-1 é encontrada principalmente
em macrofagos, mas pode ser expressa em Varios tecidos, incluindo o SNC apés alguns
estimulos, tais como a propria hemina, estresse oxidativo e LPS (GIUSTI-PAIVA, 2004).

O LPS bacteriano e as citocinas pré-inflamatérias induzem ou regulam algumas
enzimas presentes no cérebro, as quais sao responsaveis pela formacéo de pequenas moléculas
sinalizadoras tais como, NO, CO e a PGE; (ROTH & SOUZA, 2001). Estudos in vitro em
cultura priméria de astrécitos de ratos mostraram que o LPS aumentou a liberacdo de PGE,, e
que a dexametasona e um inibidor especifico da ciclooxigenase-2 (COX-2) causaram uma
reducédo na liberacdo de PGE; induzida por LPS (PISTRITTO et al., 1999).

Pesquisas com estes moduladores gasosos mostraram que NO liberado ap6s
estimulacdo por LPS (sorotipo 026:B6) atenuou a secre¢cdo AVP (GIUSTI-PAIVA et al.,
2003). Em 2005, estes pesquisadores demonstraram que 0 NO e o CO estéo envolvidos tanto
na liberacdo de AVP como de OT em resposta ao choque endotdxico, uma vez que o NO e
CO atuam como moduladores inibitorios na secrecdo de AVP e OT durante a endotoxemia
(GIUSTI-PAIVA et al., 2005).



23

Summy-Long et al. (2002) enfatizaram o papel do NO administrado centralmente
sobre a liberagdo de OT, demonstraram que a inibigdo da NOS causou um aumento na
concentragdo plasmatica de OT, o qual foi atenuado por inibicdo da COX ou por antagonista
do receptor H1 e H2 de histamina. Tanto a IL-1p, como PGE;, e PGD, também estimularam a
liberacdo de OT, porém somente a PGD, afetou os niveis circulantes de AVP (SUMMY-
LONG et al., 2002).

Em 2003, foi confirmado a participagdo da histamina e do LPS na ativacdo de
neurdnios ocitocinérgicos e vasopressinérgicos via ativacdo de PGs. O inibidor da sintese de
PGs reduziu a resposta da OT e preveniu a resposta de AVP a histamina ou LPS. Por
conseguinte, a histamina e a PGE;, PGE; ou PGF,, regularam da secregédo de OT, visto que a
histamina e somente a PGE; regularam a secrecdo de vasopressina (KNIGGE et al., 2003).
Além do LPS, a IL-1B (e.v.) também estimulou a secrecdo de AVP e OT, sendo que a
secre¢do de AVP pode estar na dependéncia da acdo de PGE,, desde que o emprego de seu
antagonista inibiu a secrecdo de AVP, mas ndo de OT induzida por IL-18 (NAITO et al.,
1991).

Estas evidéncias corroboram com a hipotese de que mecanismos diferenciados de
regulacdo da secre¢do de OT e AVP podem ocorrer em resposta ao LPS e que o sistema
nitrérgico teria como acdo central restringir a secrecdo desses hormdnios. Além disso, a
regulagdo diferenciada de OT e AVP pode ser mediada por estimulos dependentes de PGs.

Pesquisas realizadas in vitro com cultura de células de Kupffer mostraram que a PGE;
inibiu a sintese de NO. A sintese deste composto foi inibida tanto por andlogos de PGs, como
por outros prostandides. Esses dados sugerem que PGs podem ser importantes reguladores
enddgenos da produgéo de NO (HARBRECHT et al., 1995).

A ativacéo do sistema renina-angiotensina e do eixo HHA tem um papel importante na
resposta ao estresse. Agentes estressores ativam componentes neuroenddcrinos, que incluem
aumento na liberagdo de horménio liberador de corticotropina (CRH) e AVP de neurdnios
parvocelulares na circulacdo portal, na secre¢cdo de OT pela neurohipdfise, na secrecdo de
renina pelos rins e posteriormente secre¢do de ACTH que leva a secrecdo de glicocorticoides
pela adrenal (CARRASCO & VAN DE KAR, 2003). A OT pode aumentar a liberagéo de
ACTH sob certas condicdes, por outro lado o ANP atua inibindo a liberacdo de ACTH por
acdo direta na hipofise. Os glicocorticdides ao se ligarem em seus receptores presentes no
hipotdlamo e na adenohipofise inibem a liberacdo de AVP e CRH, bem como a liberacdo de
ACTH. Além disso, a ANG I, liberada em condi¢des de hipovolemia, esta associada com a

liberacdo de ACTH. Enquanto que o ANP tem efeitos opostos, sendo liberado em condigdes
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em que hi expansdo de volume, causa diurese, natriurese, atua centralmente inibindo a
secrecdo de AVP e CRH (McCANN et al, 2000).

Os esterdides supra-renais sdo sintetizados e liberados de acordo com as necessidades,
sob a influéncia do ACTH, que é secretado pela adenohipofise. A secre¢do de ACTH é
regulada, em parte, pelo CRH derivado do hipotdlamo e, em parte, pelo nivel de
glicocorticdides na circulagdo sangiiinea. Além disso, AVP pode alcancar a adenohipofise
através dos vasos portais curtos da neurohipdfise, também estimulando a liberagdo de ACTH
e pode desempenhar um papel fisiologico (CARRASCO & VAN DE KAR, 2003;
GOODMAN & GILMAN, 2003). Por sua vez, a liberagdo de CRH € inibida pelos niveis
sanguineos de glicocorticoides e é influenciada pelo estimulo do SNC (McCANN et al., 2000;
RANG et al., 2004).

A ativacdo do eixo HHA induzida por LPS parece ser mediada por citocinas, tais
como, a IL-1, TNF-a e IL-6 liberadas de macréfagos ativados (BEISHUIZEN & THIJS,
2003). O TNF-a e IL-1p séo reconhecidos como mediadores iniciais da cascata de citocinas
induzida por LPS (ROTH & SOUZA, 2001). Essas citocinas estimulam o CRH e,
conseqiientemente, a secrecdo de ACTH, este por sua vez, estimula a supra-renal a sintetizar e
secretar corticosterona (BERNE et al., 2000; GRION et al., 2007). Sabe-se que tanto a IL-1
como a IL-6 aumentam a concentragdo plasmatica de ACTH, no entanto o TNF-o pode
estimular ou néo a liberagdo basal de ACTH (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2005). A IL-1
estimula a liberacdo de CRH pelos neurdnios hipotaldmicos, atua diretamente na hip6fise para
aumentar a liberagdo de ACTH, além de estimular diretamente a glandula supra-renal a
produzir glicocorticoides, este por sua vez, promove um efeito inibitorio sobre o sistema
imune (GOODMAN & GILMAN, 2003).

Xia & Krukoff (2001) verificaram que a administracéo sistémica de LPS causou uma
forte ativagdo do eixo HHA, inducéo de citocinas pro-inflamatorias e a expressdo difusa do
gene c-fos em vérias regibes cerebrais, sugerindo o envolvimento de mdltiplos circuitos
neuronais no SNC frente a este estimulo. A ativacdo do SNC é importante na resposta de
defesa do hospedeiro contra a inflamagéo, incluindo a regulacdo da circulagdo sistémica,
temperatura corporal, manutencdo da homeostase. Doses endotdxicas de LPS causam
hipotensdo, desregulacdo da barreira hematoencefalica e falha mdltipla dos érgdos. Além
disso, a resposta do hospedeiro a doses subendotoxicas de LPS pode incluir mudancas
varigveis na atividade cardiovascular, a qual pode influenciar a ativagdo neuronal no cérebro.

Foi demonstrado que neurdnios parvocelulares no PVN sdo ativados 60 min apds a
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administracdo de doses subendotoxicas de LPS (sorotipo L-4005), sugerindo que a resposta
precoce do ACTH ao LPS é regulada pelo hipotalamo (XIA & KRUKOFF, 2001).

Além do ACTH foi mostrado que doadores de NO estimulam a liberacdo de
corticosterona. O NO media a resposta aguda ao ACTH, uma vez que uma inibicdo da NOS
bloqueou a estimulag&o da liberagdo de corticosterona induzida por ACTH. O doador de NO
também estimulou a liberacéo de PGs, que por sua vez estimulou a liberacéo de corticosterona
pela adrenal in vitro. A inibicdo da COX, conseqlientemente inibigdo da liberagdo de PGs,
preveniu a liberagdo de corticosterona pela adrenal in vitro induzida tanto por doador de NO
como pelo ACTH, sugerindo que as PGs podem agir como mediadores da liberagéo aguda de
corticosterona estimulada por NO ou por ACTH (MOHN et al., 2005).

OT e ANP além de participarem do controle hidroeletrolitico (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2005), também sdo importantes na resposta imune. Tem sido
demonstrado um possivel papel protetor da OT contra danos oxidativos causados por sepse e
pielonefrite aguda e cronica possivelmente por atuar inibindo a infiltragdo de neutréfilos, bem
como inibicdo da liberagdo de citocinas pré-inflamatérias (ISERI et al., 2005; BIYIKLI et al.,
2006). Parece que o ANP pode atuar como um imunomodulador, uma vez que este hormonio
causou inibigdo da expressado de NOS-II por LPS, além de inibir também a secre¢éo de TNF-a
nos macrofagos e atenuar a liberacdo de IL-1f. No entanto, o ANP ndo afetou a secre¢do das
citocinas antiinflamat6rias como ocorreu para o antagonista do receptor de I1L-1 (IL1ra) e IL-
10 (KIEMER & VOLLMAR, 2001; VOLLMAR, 2005).

Os glicocorticoides tém um papel importante na resposta imune por atuarem
diminuindo a saida de neutréfilos dos vasos sangiineos, reduzindo a atividade dos neutréfilos
e dos macrdfagos, diminuindo a producgdo de prostandides, devido & expressdo reduzida da
COX-2, diminuindo a producéo de citocinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-y),
producdo de NOS-II e liberacdo de histamina dos basofilos (BERNE et al., 2000; RANG et
al., 2004).



26

1.3 Objetivo

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar a participacdo da Angiotensina Il sistémica na regulacdo da secrecdo de
Vasopressina, Ocitocina, Corticosterona e Peptideo Natriurético Atrial em ratos submetidos a

concentragdes subendotoxicas de lipopolissacarideo bacteriano.

1.3.2 Objetivo Especifico

1) Estudar os efeitos da administracdo de LPS (0,1 ou 0,3 mg/Kg) sobre a concentragdo

plasmética de Vasopressina, Ocitocina, Corticosterona e Peptideo Natriurético Atrial.

2) Estudar os efeitos da administragdo endovenosa de antagonista de receptores AT; de
Angiotensina Il, losartan (10 mg/Kg), sobre a concentracdo plasmatica de Vasopressina,
Ocitocina, Corticosterona e Peptideo Natriurético Atrial em resposta ao LPS (0,1 ou 0,3
mg/Kg).
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2 MATERIAL E METODOS

Os protocolos experimentais desta dissertacdo foram desenvolvidos no Laboratério de
Neuroendocrinologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/Universidade de S&o Paulo
(FMRP/USP), sob a co-orientacdo do Prof. Dr. José Antunes-Rodrigues conforme previsto no
Projeto: Casadinho.

Para avaliar a participagdo da angiotensina Il sobre a regulacdo da secrecdo dos
horménios plasmaticos induzidos por LPS, foi administrado um antagonista de receptores
AT, losartan (10 mg/Kg, e.v.), 10 min antes de LPS, a secrecdo desses hormonios foi
avaliada 30 min ou 120 min apds a administracdo de LPS nas concentracdes de 0,1 ou 0,3
mg/Kg, respectivamente. No dia anterior ao experimento, 0os animais dos trés grupos
experimentais (Basal, LPS e Losartan + LPS) receberam um implante cirurgico de cateter na

veia jugular direita.

2.1 Animais

Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar com peso corporal entre 250 — 300 g,
provenientes do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto. Foram mantidos em
gaiolas individuais, com &gua e racdo ad libidum em condi¢es ambientais de luz (7:00 h as
19:00 h) e temperatura controlada (22+1°C). Os experimentos foram realizados entre 8:00 h e
10:00 h.

2.2 Implante Cirargico de Cateter na Veia Jugular

No dia anterior ao experimento, 0os animais foram previamente anestesiados com
2,2,2-tribromoetanol (TBE, Aldrich) e submetidos a colocagdo de uma cénula de silastico na
veia jugular externa direita (dow corning corp. med. prod. 0,20 mm x 0,37mm), segundo a

técnica descrita por Harms e Ojeda, 1974. A céanula foi introduzida 2,3cm em direcdo ao atrio
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direito e posicionada na juncdo da veia cava superior e atrio direito. A outra extremidade livre
do cateter foi exteriorizada na area interescapular, proximo ao 0sso occipital, com o auxilio de
um trocater. Para evitar a obstrucdo da cénula, logo ap6s a cirurgia e 4 e 5 horas antes do

experimento, a canula foi lavada com 0,2 ml de salina heparinizada (125 ul/ml).

2.3 Coleta de Sangue

Para as dosagens hormonais de vasopressina, ocitocina, corticosterona e ANP 0sS
animais foram sacrificados por decapitacdo e, logo em seguida, o sangue do tronco foi
coletado em tubos de polipropileno, mantidos sob gelo, contendo anticoagulante (10 ul de
heparina/ml de sangue). O plasma foi separado por centrifugacdo a 3000 rpm, durante 15
minutos, em centrifuga refrigerada a 4°C, e em seguida estocado a — 20 °C até o momento de

cada dosagem.

2.4 Dosagem de Hormdnios Plasmaticos

As dosagens hormonais de AVP, OT, Corticosterona e ANP foram realizadas
conforme os Protocolos de Dosagem Radioimunoldgica de Horménios do Laboratério de
Neuroendocrinologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/Universidade de S&o

Paulo.

2.4.1 Dosagem Plasmatica de AVP, OT e ANP por Radioimunoensaio (RIE)

O plasma armazenado a — 70 °C foi utilizado para as dosagens de AVP, OT e ANP

plasmético utilizando-se técnicas especificas de RIE para cada hormonio, ap0s as extracdes
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dos mesmos, segundo as técnicas descritas por Haanwinckel et al., 1995 (AVP e OT) e
Gutkowska et al., 1984 (ANP).

A extracdo dos hormonios AVP e OT foram realizadas utilizando-se 1 ml de plasma
adicionados de 2 ml de acetona gelada seguida de agitagdo 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 separacdo das camadas. A camada superior foi aspirada com o auxilio de uma bomba
de vicuo e a camada inferior foi liofilizada no aparelho Speed Vac sendo as amostras
estocadas a -20 °C para posterior dosagem por RIE. A extracdo do ANP foi realizada
utilizando-se colunas C-18 (SEP-Column RIK-SEPCOL-1, Peninsula Laboratories), em 1 ml
de plasma foi adicionado 2 ml de &cido trifluoroacético (TFA 0,1 %) e ap06s agitacdo, o
sobrenadante foi aplicado na coluna C-18, previamente ativada com 20 ml de solugéo
acetonitrila 60 % em TFA 0,1 %. A eluigdo foi realizada com 3 ml de solug&o acetonitrila 60
% e o extrato obtido foi liofilizado e entdo estocada a — 20 °C.

No dia da realizagdo do RIE, as amostras de AVP ¢ OT foram ressuspensas em 250 pl
de tampé&o AVP ou OT (tamp&o TRIS 0,05M com albumina humana 0,25 %), sendo que, 100
ul do ressuspenso foi utilizado para o ensaio, em monoplicata. As amostras de ANP foram
ressuspensas em 400 ul de tampao ANP (tampao fosfato 0,5 M, pH 7,4, contendo albumina
bovina, 0,1 % NaCl 0,05 M, triton X-100 e NaNOs 0,01 %), sendo que, 100 pl do ressuspenso
foi utilizado para o ensaio, em monoplicata.

No RIE, peptideos marcados com '#I foram utilizados com a contagem de 7000
cpm/100 pl para o ANP, 4000 cpm/100 pl para a OT e 2000 cpm/100 pl para a AVP, o
volume final de incubagio foi de 500 ul durante quatro dias a 4 °C. Os anti-soros utilizados
(primeiro anticorpo de coelho anti-AVP, anti-OT e anti-ANP) foram especificos para os
horménios analisados sem reagdo cruzada com outros peptideos. Foi adicionado 100 pl do
primeiro anticorpo nas amostras desconhecidas e os tubos foram agitados e incubados a 4°C
durante 24 horas. O hormonio marcado (100 ul) foi adicionado aos tubos e estes foram
agitados e reincubados novamente por 24 horas a 4 °C. O hormonio marcado foi separado do
ndo marcado com o auxilio da técnica de anticorpo secundario (anticorpo antigamaglobulina
de coelho produzido em cabra) especificos para cada horménio analisado. Apds a adigdo de
100 pul do segundo anticorpo estes foram reincubados por 24 horas a 4 °C, e no dia seguinte,
apds incubacéo de 4 a 6 horas pela adigdo 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
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aspirado. A radioatividade no precipitado foi determinada com o auxilio de um contador gama

(Packard). Todos os dados foram expressos em pg/ml de plasma.

2.4.2 Dosagem Plasmatica de Corticosterona por RIE

O plasma armazenado a -70°C foi utilizado para a dosagem de corticosterona
plasmética utilizando técnica especifica de RIE para este hormonio, apds a extracdo do
mesmo, segundo a técnica descrita por Durlo et al., 2004.

A extragdo de corticosterona foi realizada utilizando 25ul de plasma, adicionado de 1
ml de etanol P.A. purificado e destilado seguida de agitacdo continua (15 segundos) e
centrifugacdo (2500 rpm por 15 min & 4°C), sendo o sobrenadante decantado em um tubo e
em seguida as amostras foram liofilizadas no aparelho Speed Vac e estocadas a - 20 °C para
posterior dosagem por RIE.

No dia da realizagdo do RIE, as amostras foram ressuspendidas em 2,5 ml de tampé&o
de ensaio RIE esterdides (1 | de tamp&o fosfato 0,01 M, pH 7,5; 1 g de gelatina (BACTO
GELATIN “DIFCO” CERTIFIED) incubado a 40 °C por 24 horas e armazenado a — 20 °C).
Foi retirado 500 pl do ressuspenso para o ensaio, em monoplicata. No RIE, foi utilizado 100
ul de corticosterona marcada com tricio (*H—corticosterona), 100 ul de anticorpo anti-
corticosterona (preparado no Laboratério de Neuroendocrinologia da FMRP/USP, a partir de
coelhos imunizados com hormdnios conjugados com globulina bovina, diluicdo 1:5000) nas
amostras desconhecidas, os tubos foram agitados e deixados overnight. No dia seguinte a
separagdo das fragOes livre e ligada séo realizada com a utilizacdo da solucdo de carvéo-
dextrana 0,5/0,05%. As amostras permaneceram em repouso por 15 min e foram
centrifugadas a 2500 rpm por 15 min a 4° C. O sobrenadante foi decantado em tubos
contendo 4 ml de coquetel de cintilagdo (SCINTISAFE™ ECONO 1, FISHER SCIENTIFIC
S$X20-5). A radioatividade foi contada em cpm através do contador de radiacdo beta (LS 6500

— Beckman, Beckmann Instruments Inc., Fullerton, CA, USA).
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2.5 Drogas e Reagentes

As drogas utilizadas nesta pesquisa experimental foram cedidas pelo Laboratdrio de
Neuroendocrinologia da Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto/Universidade de S&o Paulo
(FMRP/USP). As drogras foram: LPS, losartan, 2,2,2 - tribromoetanol (TBE 2,5% - 1
ml/100g de peso corporal, Aldrich, Chem, Company, Inc.) injetado por via intraperitoneal,
pentabiotico veterinario (Fontoura-Wyeth) injetado subcutaneamente e liquemine foi utilizado
como anticoagulante (Heparina, 5000 Ul/ml, Roche).

A dose de LPS foi padronizada no Laboratdrio de Neuroendocrinologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para por Costa (2008), a partir de dados
experimentais utilizando protocolos de avaliagdo do comportamento de ingestdo de agua e sal
em ratos privados de &gua e alimento por 36 h, no qual foi demonstrado que o LPS (sorotipo
EH100, Sigma) causou estimulacdo dose dependente da secrecdo de OT no plasma (0,1 e 0,3

mg/Kg) relacionada a inibi¢&o do apetite ao sodio sem alteracdo da reposicdo de agua.

2.5.1 Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli sorotipo 0111:B4 (Sigma)

O LPS é um componente da parede celular de bactérias Gram-negativas. Neste
experimento, esta endotoxina foi diluida em solugdo salina isotonica estéril nas concentracdes

de 0,1 e 0,3 mg/Kg de peso corporal (p.c.) e administrado por via intraperitoneal (i.p.).

2.5.2 Losartan (Sigma)

O losartan é um antagonista dos receptores de ANG Il do subtipo 1 (AT.)
(GOODMAN & GILMAN, 2003; RANG, 2004). Neste experimento, este medicamento foi
diluido em solucéo salina isotonica estéril na concentracdo de 10 mg/Kg p.c. administrado por

via endovenosa (e.v.) na veia jugular direita em um volume de 100 pl.
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2.5.3 Veiculo (Solugéo salina isotdnica estéril - Samtec Biotecnologia)

Foi utilizado como veiculo solu¢do salina isotdnica estéril (NaCl 0,15M) administrada
por via intraperitoneal (i.p., 0 volume de solugdo administrada foi de 0,1 ml/100g p.c.) ou por

via endovenosa (e.v.) na veia jugular direita em um volume de 100 pl.

2.6 Protocolos Experimentais

Os animais foram submetidos a doses subendotdxicas de LPS (Escherichia coli,
sorotipo 0111:B4 nas doses de 0,1 e 0,3 mg/Kg p.c. por via i.p.). Em um outro grupo
experimental, os animais foram pré-tratados com losartan ou salina via e.v previamente (10

minutos) ao LPS. Obtendo-se 0s grupos experimentais abaixo:

Tabela 01: Grupos experimentais.

Tratamento e.v. i.p.
Basal NaCl 0,9% NaCl 0,9%
LPS NaCl 0,9% LPS

Losartan + LPS Losartan LPS
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Protocolo Experimental | — Avaliar a participacdo da Angiotensina Il sistémica através da
utilizacdo do antagonista AT, de ANG II, losartan (10 mg/Kg) sobre a secrecdo de AVP e OT

em ratos submetidos a administragdo de LPS (0,1 mg/Kg).

10 min 30 min
| | |
| 1 1
Losartan LPS Sacrificio para:
. Coleta d
10 molKa (e, 01 mg/Kg (.p) dosagem  plasmética de
ou ou AVP e OT.
Salina 0,9% Salina 0,9%

Figura 02: Modelo esquematico do planejamento experimental: participacdo do losartan (10 mg/Kg) sobre a
regulacdo da secregdo dos horménios neurchipofisarios (OT e AVP) associada a administragdo de LPS (0,1
mg/kg) em animais normohidratos. O periodo para coleta de sangue neste protocolo foi 30 min apds a

administragdo do LPS.

Para a realizagdo deste experimento foram utilizados animais normohidratados
divididos em trés (3) grupos experimentais: grupo basal (salina + salina) e os grupos tratados
(salina + LPS e losartan + LPS). Vinte e quatro horas (24 h) antes do experimento, 0s animais
tiveram a veia jugular direita canulada. Os efeitos de dose subendotoxica induzida pela
administragéo i.p. de LPS (0,1 mg/Kg) na secre¢do de AVP e OT foram observados: a) com o
tratamento; b)10 min antes, de uma injecdo e.v. de losartan (10 mg/Kg, 100 ul); c¢) 10 min
antes de uma injecdo e.v. de solucdo salina estéril (NaCl 0,15M, 100 ul, grupo estimulado
com LPS). Os animais foram sacrificados por decapitacdo 30 min ap6s a administracdo de
LPS ou solucéo salina estéril, o sangue foi coletado para a dosagem plasmaética de horménios.

A administragéo das drogas foi realizada mantendo os animais dentro de gaiolas individuais.
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Protocolo Experimental 11 — Avaliar a participagdo da Angiotensina Il sistémica através da
utilizacdo do antagonista AT; de ANG I1, losartan (10 mg/Kg) sobre a secrecdo de AVP, OT,

ANP e corticosterona em ratos submetidos a administragéo de LPS (0,3 mg/Kg).

| | |
I | 1
Losartan LPS Sacrificio para:
0mIKIE)  03maiks (p) R
ou ou AVP, OT, corticosterona e
ANP.
Salina 0,9% Salina 0,9%

Figura 03: Modelo esquematico do planejamento experimental: participacdo do losartan (10 mg/Kg) sobre a
regulacdo da secre¢do dos hormdnios neurohipofisarios (OT e AVP), corticosterona e ANP associados a
administragdo de LPS (0,3 mg/Kg) em animais normohidratos. O periodo de para coleta de sangue neste

protocolo foi 120 min apds a administracdo do LPS.

Para a realizagdo deste experimento foram utilizados animais normohidratados
divididos em trés (3) grupos experimentais: grupo basal (salina + salina) e os grupos tratados
(salina + LPS e losartan + LPS). Vinte e quatro horas (24 h) antes do experimento, 0s animais
tiveram a veia jugular direita canulada. Os efeitos de dose subendotoxica induzida pela
administragéo i.p. de LPS (0,3 mg/Kg) na secrecdo de AVP, OT, ANP e corticosterona foram
observados: a) com o tratamento; b) 10 min antes de uma injegdo e.v. de losartan (10 mg/Kg,
100 pl); ¢) 10 min antes de uma injegdo e.v. de solucdo salina estéril (NaCl 0,15M, 100 pl,
grupo estimulado com LPS). Os animais foram sacrificados por decapitacdo 120 min apés a
administracdo de LPS ou solugdo salina estéril, o sangue foi coletado para a dosagem
plasmética de horménios. A administracdo das drogas foi realizada mantendo os animais

dentro de gaiolas individuais.
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2.7 Analise Estatistica

Os resultados sdo expressos como médias + EPM (Erro Padrdo da Média) e a
significancia estatistica foi avaliada pelo test t ndo pareado para confirmacdo ou negacédo da
hipotese das diferencas entre 0s grupos experimentais estabelecendo-se como limite de
confidéncia 95% para a desigualdade.

O nUmero de animais por grupo experimental e os valores das médias estdo
apresentados nas tabelas em Anexo (A a D).

Todas as analises estatisticas foram executadas utilizando Graph Pad Prism 4.
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3. RESULTADQOS

3.1 Participagéo da angiotensina na resposta neuroenddcrina induzida pela administragéo
de LPS nas doses de 0,1 e 0,3 mg/Kg

Para avaliar a participacdo da angiotensina Il sobre a regulacdo da secrecdo dos
horménios plasméticos induzidos por LPS, foi administrado o antagonista de receptores ATy,
losartan (10 mg/Kg, e.v.), 10 min antes de LPS, a secrec¢éo desses hormonios foi avaliada 30
min ou 120 min apdés a administracdo de LPS nas concentragdes de 0,1 ou 0,3 mg/Kg,

respectivamente.

3.1.1 Efeito do LPS sobre a secre¢do de Ocitocina

Verificou-se que a administracdo de 0,1 mg/Kg de LPS ou losartan em associagéo com
LPS aumentou a concentracdo plasméatica de ocitocina em 120,3 % e 509,6 %,
respectivamente, quando comparado a sua secrecdo basal. Ja a administracdo de losartan com
LPS aumentou em 176,7 % a secrecdo de ocitocina quando comparado com 0 grupo
estimulado somente por LPS (Figura 04).

A administracdo de 0,3 mg/Kg de LPS estimulou a secre¢do plasmatica basal de
ocitocina em 395,1 %. Potencializagdo sobre o efeito do LPS ocorreu ap6s sua associa¢do

com losartan em cerca de 140 % (Figura 04).
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Figura 04: Efeitos da administracdo de LPS (0,1 e 0,3 mg/Kg) na secrecdo de
ocitocina em ratos pré-tratados com losartan (10 mg/Kg). Os dados séo

apresentados em médias +

EPM. ** p<0,01; ***p<0,001 (tratado versus

basal). ** p < 0,01 (tratado versus LPS). O niimero de animais variou de 3 a 8
por grupo (Test t).

Na tabela 02, ilustram-se diferencas nas percentagens para a agdo de LPS e losartan na

secrecédo de ocitocina para comparagdes entre os grupos LPS e losartan + LPS versus basal ou

losartan + LPS versus LPS com o objetivo de ressaltar a magnitude das respostas obtidas.

Tabela 02: Percentagens dos efeitos de LPS na secregédo de ocitocina basal ou estimulada em
associacdo ou ndo com losartan.

Percentagens dos Efeitos de LPS e Losartan sobre a Secrecdo de Ocitocina

Condicdo Grupos 0,1 mg/Kg de LPS | 0,3 mg/Kg de LPS
LPS 120,3 % 395,1 %
Basal
Losartan + LPS 509,6 % 1089,8 %
LPS Losartan + LPS 176,7 % 140,3 %
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3.1.2 Efeito do LPS sobre a secregdo de Corticosterona

Cerca de 330 % de aumento da secrecdo de corticosterona foi observado apés
administragdo de 0,3 mg/Kg de LPS no tempo de 120 min. Em contrapartida 37,6 % desse

aumento foi atenuado por sua associagcdo com losartan (Figura 05).

CBasal ©/330,3mg/KgLPS E==alosartan+LPS
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Figura 05: Efeitos da administracdo de LPS (0,3 mg/Kg) na secrecdo de
corticosterona em ratos pré-tratados com losartan (10 mg/Kg). Os dados séo
apresentados em médias + EPM. ***p<0,001 (tratado versus basal). ™" p <
0,001 (tratado versus LPS). O nimero de animais variou de 6 a 9 por grupo
(Test t).

Na tabela 03, ilustra-se diferencas nas percentagens para a acdo de LPS e losartan na
secrecdo de corticosterona para comparacdes entre 0os grupos LPS e losartan + LPS versus

basal ou losartan + LPS versus LPS com a finalidade de ressaltar a magnitude das respostas
obtidas.
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Tabela 03: Percentagens dos efeitos de LPS na secrecdo de corticosterona basal ou

estimulada em associagéo ou ndo com losartan.

Percentagens dos Efeitos de LPS e Losartan sobre a Secrecéo de Corticosterona

Condicao Grupos 0,3 mg/Kg de LPS
LPS 331,4 %
Basal
Losartan + LPS 169,2 %
LPS Losartan + LPS 376 %
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3.1.3 Efeito do LPS sobre a secrecao de Peptideo Natriurético Atrial

A administracdo de 0,3 mg/Kg de LPS diminuiu em 37,6 % a secrecdo plasmaética de
ANP quando comparado com o basal. A associa¢do de losartan + LPS provocou diminuigdo
significativa nos niveis plasmaticos de ANP em cerca de 50 % em relacéo ao basal ou 24 %

em relacdo ao LPS (Figura 06).

I Basal /40,3 mg/Kg LPS E==Llosartan +LPS
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Figura 06: Efeitos da administracdo de LPS (0,3 mg/Kg) na secrecdo de ANP
em ratos pré-tratados com veiculo ou losartan (10 mg/Kg). Os dados sdo
apresentados em médias + EPM. *p < 0,05; ***p < 0,001 (tratado versus
basal). * p < 0,05 (tratado versus LPS). O nimero de animais variou de 3 a 8
por grupo (Test t).

Na tabela 04, mostra-se as diferencas nas percentagens para a acdo de LPS e losartan
na secrecdo de ANP para comparagdes entre os grupos LPS e losartan + LPS versus basal ou

losartan + LPS versus LPS com o objetivo de ressaltar a magnitude das respostas obtidas.
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Tabela 04: Percentagens dos efeitos de LPS na secre¢cdo de ANP basal ou estimulada em

associagdo ou ndo com losartan.

Percentagens dos Efeitos de LPS e Losartan sobre a Secre¢do de ANP

Condicéo Grupos 0,3 mg/Kg de LPS
LPS 37,6 %
Basal
Losartan + LPS 52,7 %

LPS Losartan + LPS 242 %
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3.1.4 Efeito do LPS sobre a secregdo de Vasopressina

A administragdo de LPS ndo provocou alteragdes significativas na secrecéo plasmética

de AVP em quaisquer das condi¢des analisadas (Tabela 05).

Tabela 05: Efeitos da administracdo de LPS a secrecdo de vasopressina (pg/ml) basal ou
estimulada em associacdo ou ndo com losartan. Os valores sdo expressos como médias +

EPM. O nimero entre paréntese refere-se a quantidade de animais por grupo.

Tratamento LPS 0,1 mg/Kg LPS 0,3 mg/Kg
Basal 1,5+£0,29 (n=6) 16+0,28 (n=38)

LPS 1,5+0,18 (n=6) 2,0+059 (n=8)
Losartan + LPS 1,8 £0,22 (n=14) 2,5+0,47 (n=10)
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4. DISCUSSAO

Este estudo mostrou que a administragcdo sistémica de LPS promoveu aumento na
concentragdo plasmatica de OT, corticosterona e diminuigdo na liberacdo plasmatica de ANP,
porém, sem promover variacdo significativa sobre a concentracdo plasmatica de AVP. Estes
efeitos foram modificados por bloqueio de receptores AT; de ANG II, sugerindo um papel
modulador da ANG Il sistémica sobre a resposta neuroimunoenddcrina ao LPS.

Este estudo mostrou que a administragdo de LPS nas doses de 0,1 e 0,3 mg/Kg
estimulou a secrecdo plasmatica de OT aos 30 min (0,1 mg/Kg) e foi mais intenso aos 120
min (0,3 mg/Kg) de observacdo. Similar efeito foi observado em nosso laboratorio por Costa
(2008) usando modelo de privacdo de &gua e alimento por 36 h. O LPS (sorotipo EH100)
induziu estimulacdo dose dependente da secregdo de OT no plasma (25 a 300 pg/Kg)
relacionada & inibi¢&o do apetite ao sddio sem alteracdo da reposicdo de agua.

Nitida diferenca de magnitude de resposta secretora favoravel & OT em detrimento de
AVP estdo em acordo com estudos prévios da literatura. Giusti-Paiva et al. (2005) verificaram
que a secrecdo de OT foi 12 vezes maior em relacdo a secrecdo de AVP em resposta a LPS
(1,5 mg/Kg sorotipo 026:B6). Comparativamente as doses subendotoxicas empregadas em
nosso estudo, é de se esperar que ndo tenha ocorrido alteracdo dos niveis secretorios de AVP
dado a redugéo em pelo menos cinco vezes a concentragdo de LPS acrescido o fato de que a
dose de 1,5 mg/Kg causou diarréia, febre e queda da presséo arterial que seriam possiveis
estimulos para a liberacdo de AVP (GIUSTI-PAIVA, 2004).

Muito embora doses subendotdxicas (5 e 125 ug/Kg) de LPS (sorotipo 055:B5)
tenham induzido intensa imunorreatividade nuclear para Fos em neurdnios ocitocinérgicos e
vasopressinérgicos no SON e PVN (MATSUNAGA et al., 2000), faixa similar de
concentracgdo (0,1 — 0,3 mg/Kg) ndo apresentou efeito sobre a secre¢do plasmética de AVP em
nosso estudo.

Adicionalmente, Borges et al. (2006) mostraram que o LPS (sorotipo 026:B6) além de
ter aumentado os niveis plasmaticos de AVP e OT também estimulou a liberacdo de ACTH e
corticosterona. Neste estudo, verificou-se que a lesdo eletrolitica da regido AV3V reduziu
significativamente a imunorreatividade para Fos no PVN e SON e a secrecdo de AVP e OT
estimulada por LPS, determinando que a integridade da regido AV3V é parcialmente

relevante para atividade neuronal nestes nicleos hipotaldmicos e para a secrecdo de
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horménios do sistema hipotalamo-neurohipofisario (Borges et al., 2006; CARNIO et al.,
2006).

Adicional ao aumento nos niveis de OT e AVP foi observado a interferéncia
moduladora inibitéria de NO e CO na secrecdo destes hormonios estimulada por LPS,
significando que apesar da interferéncia inibidora destes mediadores gasosos a resposta
secretora do sistema magnocelular prepondera com nitida poténcia favoravel a liberagdo de
OT (GIUSTI-PAIVA, 2005). Esta diferenca de poténcia secretora pdde também ser observada
para outros estudos que usaram doses subendotdxicas de LPS (abaixo de 0,5 mg/Kg) ou por
acéo de imunomoduladores produzidos em resposta ao LPS.

Pesquisas realizadas por Iseri e colaboradores (2005) demonstram que a OT protegeu
0 organismo contra danos oxidativos induzido por sepse possivelmente por atuar inibindo a
infiltracdo de neutrdfilos no coldn e no figado. Em modelo de pielonefrite aguda e cronica
induzida por Eschericia coli (ATCC 25922 1010 unidade formadora de colonia/ml) em ratos,
foi demonstrada a atenuacdo do dano oxidativo renal por inibi¢do da infiltracdo e ativacéo de
neutrofilos, bem como inibigdo da liberagdo de citocinas pro-inflamatérias resultante a
tratamento com OT (BIYIKLI et al.,2006).

Parece existir um eixo de regulagdo neuroimunoenddcrina com participacéo efetiva de
citocinas que podem estimular a secrecdo de OT, a qual inibiria a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias. Assim, como complemento desta hipdtese, a administracdo de IL-1 B (e.v.)
estimulou a secrecdo de AVP e OT de maneira dose-dependente, sendo que a secrecéo de
AVP pode estar na dependéncia da acdo de PGE;, desde que o emprego de seu antagonista,
SC-19220, inibiu a secregdo de AVP, mas ndo de OT induzida por IL-1p (NAITO et al.,
1991). A participagéo de prostaglandinas na regulagdo da secrecéo de OT foi confirmada pelo
fato da infusdo i.c.v. de PGE;, PGE;, ou PGF,, e da PGE, ter sido a mais potente dos
compostos utilizados (KNIGGE et al., 2003).

A histamina seria outro mediador imune com participacdo efetiva na modulacéo da
secrecdo de OT e AVP. A infusdo central prévia de antagonistas dos receptores H1 e H2 de
histamina inibiu em cerca de 50% a resposta da OT as trés PGs. A secrecdo de AVP foi
aumentada pela PGE;, porém ndo pela PGE, ou PGF,,. O efeito estimulatério da PGE; foi
quase abolido pela administracéo prévia de antagonistas do receptor H1 e H2 de histamina. O
pré-tratamento com a injecdo sistémica de um inibidor da sintese de PGs (indometacina)
reduziu de maneira dose-dependente a resposta da OT e preveniu a resposta de AVP a
histamina ou ao LPS. Por conseguinte, a histamina e a PGE;, PGE; ou PGF,, interagem na

regulacéo da secregdo de OT, visto que a histamina e somente a PGE; interagem na regulacéo
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da secrecdo de vasopressina. Portanto, tanto a histamina como o LPS podem afetar neurdnios
ocitocinérgicos e vasopressinérgicos via ativagdo de PGs, provavelmente atuando no SON
(KNIGGE et al., 2003).

Estudos realizados por Summy-Long et al. (2002) demonstraram a participagdo do NO
sobre a secrecdo de OT. A inibicdo i.c.v. da NOS aumentou a concentracéo plasmaética de OT,
o0 qual foi atenuado pela inibigdo da COX, bem como pelo antagonista dos receptores H1 e H2
de histamina, administrados por via i.c.v. Entretanto, o0 aumento na secre¢do de OT induzido
por IL-1pB (i.c.v.), foi prevenido pela inibicdo da COX. A PGE; e a PGD (i.c.v.) estimularam
a liberacdo de OT, porém, somente a PGD; afetou os niveis circulantes de AVP. Dessa forma,
inferiu-se que o NO poderia inibir a liberacédo de OT estimulada por mecanismo dependente
de COX, histamina, e possivelmente IL-13 (SUMMY-LONG et al., 2002). Estas evidéncias
corroboram a hipétese de que mecanismos diferenciados de regulacdo da secrecdo de OT e
AVP podem ocorrer em resposta ao LPS e que o sistema nitrérgico teria como acdo central
restringir a secrecdo desses hormonios.

Nossos resultados mostraram que o losartan promoveu potencializacdo do efeito do
LPS na secrecdo de ocitocina, sugerindo que a participacdo dos receptores AT; é importante
para a regulagdo neuroimunoenddcrina em resposta a infec¢éo induzida por LPS.

Por outro lado, mostramos que a administracdo de doses subendotdxicas de LPS em
nosso modelo experimental ndo provocou alteracfes na secrecdo plasmatica de AVP em
quaisquer das condigdes analisadas. Tem sido mostrado que o estresse, 0 qual ndo resulta em
alteracbes na volemia ou na osmolalidade plasmética provoca um aumento na secrecdo de
OT, enquanto a secrecdo de AVP ndo é alterada (LAGUNA-ABREU et al., 2005 apud
LAUAND et al., 2007). De fato, a auséncia de alteragdes na osmolalidade plasmatica parece
ter relagdo com estabilidade dos niveis circulantes de AVP desde que em modelo de privacéo
de 4gua e alimento por 36 h, o LPS (0,25-0,3 mg/Kg sorotipo EH100) ndo causou alteracbes
nos niveis de sddio, potassio ou na osmolalidade plasmética (COSTA, 2008).

Nossos resultados demonstraram que doses subendotdxicas de LPS ndo estimularam a
secre¢cdo de AVP, provavelmente porque nessas condi¢cbes ndo existiram alteracdes
hemodindmicas que pudessem ativar mecanismos indutores da sintese desse hormonio, além
disso, os animais utilizados nesses experimentos estavam normohidratados, ndo apresentando,
portanto, alteracdes de osmolalidade plasmatica.

Este estudo também mostrou um aumento (330 %) na secrecdo de corticosterona
induzida por 0,3 mg/Kg de LPS. Estudos preliminares mostraram que o LPS (i.v.) induziu um

rpido aumento nos niveis plasmaticos de ACTH (McCANN et al., 2000). Por conseguinte,
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foi demonstrado que a endotoxina sistémica induziu a ativacdo central do eixo
neuroenddcrino, estimulando a liberacdo de CRH e AVP nos vasos porta hipofisario em
animais conscientes e sem estresse. Adicionalmente, sugeriu-se que neurdnios parvocelulares
do PVN podem co-sintetizar CRH e AVP (BEISHUIZEN & THUS, 2003), o que foi
confirmado por pesquisas realizadas por Xia & Krukoff (2001) que demonstraram que 0s
neurdnios parvocelulares no PVN foram ativados 60 min ap6s a administracdo do LPS
(sorotipo L-4005) em baixas doses, sugerindo que a resposta precoce do ACTH ao LPS pode
ser regulada pelo hipotadlamo. Giusti-Paiva et al., (2004) observaram que em modelos
experimentais que induzem choque endotdxico ocorre um pico na secrecdo de corticosterona
na segunda hora apds a administracdo da endotoxina. Adicionalmente, a administracdo
sistémica de 500 pg/Kg de LPS induziu a liberacdo de ACTH e corticosterona (GRION et al.,
2007).

O ACTH ¢ o principal estimulador do cortex adrenal, ativando a sintese e secre¢éo de
corticosterdides. Tanto o doador de NO (nitroprussiato de sédio) como o ACTH estimulam a
liberac&o de corticosterona. O NO media a resposta aguda ao ACTH, uma vez que a inibigéo
da NOS bloqueou a estimulagdo da liberag&o de corticosterona induzida por ACTH. O doador
de NO também estimulou a liberacdo de PGE, a qual por sua vez estimulou a liberacdo de
corticosterona pela adrenal in vitro. Além disso, a inibi¢cdo da COX, e dessa forma a liberacéo
de PGs preveniu a liberacdo de corticosterona pela adrenal in vitro induzida tanto pelo doador
de NO como pelo ACTH. Logo as PGs podem agir como mediadores da liberacdo aguda de
corticosterona estimulada por NO ou por ACTH (MOHN et al., 2005).

A administracdo de anticorpo anti-CRH suprimiu significativamente a resposta do
ACTH a IL-1p. Interessantemente, o anticorpo anti-OT agiu da mesma forma. Além do CRH
e da AVP, a OT também pode ter um papel significativo na mediacéo da secrecdo de ACTH
induzida por IL-1p em ratos (WATANOBE et al., 1995).

Yamamoto et al. (1994a) avaliaram a influéncia da IL-1p na liberagdo de AVP, ANP e
ACTH, bem como a regulacdo da pressdo arterial, freqiiéncia cardiaca e temperatura retal em
modelo experimental utilizando 3 doses de IL-1f: dose baixa (1,73), dose média (8,63) e dose
alta (43,16 pmol/100 g p.c.) administrada por via e.v. em ratos conscientes. Os grupos que
receberam dose baixa (1,73), dose média (8,63) e dose alta (43,16 pmol/g p.c.) de IL-1 B
aumentaram os niveis plasméticos de AVP, ANP e ACTH, respectivamente. Tanto a presséo
arterial média, como a temperatura retal aumentou no grupo que recebeu a dose mais baixa de
IL-1B, porém ndo foi observado alteragdo da freqliéncia cardiaca. Nos grupos que receberam

as doses média e alta, a pressdo arterial média diminuiu em 30 min seguida por um aumento
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em 120 min, acompanhada por uma diminui¢do na temperatura retal em ambos os grupos. A
inibicdo da COX atenuou os niveis plasmaticos de AVP e ACTH no grupo que recebeu alta
dose de IL-1B, além de inibir a diminuicdo na pressdo arterial média e queda na temperatura
retal. Esses resultados sugerem que a IL-1P afeta a liberagdo de AVP e ACTH, a pressdo
arterial e a termogénese via PGs, no entanto a liberagdo de ANP relacionada a IL-1p pode ndo
ser mediada pelas PGs (YAMAMOTO et al., 1994a).

Em contrapartida, 0 aumento nos niveis de corticosterona induzido pelo LPS foi
atenuado por sua associacdo com losartan. Essas consideragdes preliminares séo reforgadas
por estudos em que a administragdo central de ANG Il causa estimulagdo do eixo HHA,
resultando em aumento nos niveis plasmaticos de ACTH e, consequentemente de cortisol ou
corticosterona (PHILLIPS, 1987; McKINLEY, 2003). Dessa forma, podemos sugerir que 0
bloqueio do receptor AT; atenua os efeitos do LPS dependente de ANG Il sobre a ativagdo do
eixo HHA, caso particular da liberacdo de corticosterona.

A ativagdo do SRA e do eixo HHA tem um papel importante na resposta de estresse.
Agentes estressores ativam componentes neuroenddcrinos, que incluem aumento na secregao
de adrenalina e noradrenalina do sistema nervoso simpético e medula adrenal, a liberacdo de
CRH e AVP de neurdnios parvocelulares na circulagdo portal, aumento na secrecdo de OT
pela neurohipofise, aumento na secregdo de renina pelos rins e posteriormente secrecdo de
ACTH que leva a secrecdo de glicocorticoides pela adrenal. O pico de secrecdo de
glicocorticdides aparece entre 30 min e 60 min apds o contato com o estressor (CARRASCO
& VAN DE KAR, 2003). A OT pode aumentar a liberagdo de ACTH sob certas condigdes,
visto que o ANP atua inibindo a liberacdo de ACTH por acdo direta na hipdfise. Os
glicocorticdides ao se ligarem em seus receptores presentes no hipotdlamo e na adenohip6fise
inibem a liberacdo de AVP e CRH, bem como a liberacdo de ACTH. Além disso, a ANG I,
liberada em condicdes de hipovolemia, esta associada com a liberagcdo de ACTH. Enquanto
que o ANP tem efeitos opostos, sendo liberado em condi¢des em que ha expansdo de volume,
atua centralmente inibindo a secrecéo de AVP e CRH (McCANN et al., 2000).

Em nosso estudo a administragdo de 0,3 mg/Kg de LPS diminuiu (37,6 %) a secrecéo
plasmética basal de ANP..

Na sepse, o LPS deprime a fun¢do cardiaca por induzir a producéo de NO e de GMPc,
seu segundo mensageiro. Por sua vez, este efeito pode ser reforcado por ANG Il, desde que
este hormonio estimula a producédo de NO e GMPc e pode ser liberado em resposta ao LPS
uma diminuicdo de maneira dose-dependente no acoplamento excitagdo-contragdo em
cardiomidcitos (SATOSHI & LEW, 1999).
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Durante uma infec¢do, produtos bacterianos e virais, tais como o LPS, promovem a
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias de células imunes. (McCANN et al., 2000). A
administracdo sistémica de LPS (sorotipo 055:B5) provocou a sintese e a liberagdo de
citocinas tais como, a IL-1p, IL-6, e TNF-o (MATSUNAGA et al., 2000). Sendo importante
enfatizar o papel imunomodulador do ANP, visto que o ANP inibiu a expressdo de NOS-II
induzida por LPS, além de inibir também a secrecdo de TNF-o nos macréfagos. No entanto, o
ANP ndo afeta a secre¢éo das citocinas antiinflamatorias tais como, o antagonista do receptor
IL-1 (IL1ra) e a IL-10 (KIEMER & VOLLMAR, 2001; VOLLMAR, 2005).

Marumo et al. (1995) elucidaram o papel dos peptideos na remodelagem vascular, 0s
efeitos do ANP, peptideo natriurético cerebral (BNP) e peptideo natriurético do tipo C (CNP)
na inducdo da NOS-II em células do musculo liso adrtico de ratos. O ANP, BNP e CNP
quando administrados sozinhos ndo induziram a produgdo de nitrito, no entanto estes
peptideos aumentaram significativamente a producéo de nitrito induzida por uma combinacdo
com as citocinas IL-1a e TNF-a. Cada peptideo natriurético estimulou de maneira dose-
dependente o acumulo de GMPc intracelular. A producdo de nitrito de maneira tempo-
dependente pelas citocinas foi aumentada com o co-tratamento com CNP e inibida pelo L-
NAME (L®-nitro-L-arginina metil éster, um inibidor da NOS), indicando a participagdo da via
L-arginina-NO. O aumento na produgdo de nitrito foi acompanhada por um aumento no
mRNA de NOS-II. O analogo do GMPc (8-bromo-cGMP) mimetizou todos os efeitos do
CNP. O inibidor da proteina cinase dependente de GMPc (KT5823) aumentou a producéo de
nitrato e os niveis de MRNA da NOS-II induzido por combinacdo de 8-bromo-GMPc e ambas
as citocinas ou pelas duas citocinas sozinhas. Demonstrando, dessa forma, os efeitos
estimulatérios do GMPc na NOS-1I induzida por citocina e sugere-se que 0s peptideos
natriuréticos podem ter um papel regulatério na remodelagem via producdo de grande
quantidades de NO (MARUMO et al., 1995).

Os doadores de NO (nitroprussiato de sodio e S-nitroso-N-acetilpenicilamina) néo
aumentaram a formacéo basal de PGE;, e nem induziram o0 mRNA da COX-2 e a proteina
COX-2. Entretanto, estes doadores amplificaram a producéo de PGE; induzida por IL-1B e
potencializaram a expressdo do mRNA e da proteina COX-2 induzida por IL-1B. O efeito
estimulatério do NO provavelmente é mediado pelo GMPc, uma vez que o inibidor da
adenilato ciclase soluvel (azul de metileno) reverteu o efeito estimulatdrio dos doadores de
NO na expressdo do mRNA da COX-2, 8-Br-GMPc mimetizou os efeitos estimulatérios dos
doadores de NO na expressdo do mRNA da COX-2 e, o ANP, o qual aumenta os niveis de

GMPc celular via ativacdo de guanilato ciclase, também amplificou a expressdo do mRNA da
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COX-2 induzida por IL-1B (TETSUKA et al., 1996). Na presenca de ANP ocorreu uma
reducéo significativa na liberagdo de PGE; e tromboxano B(2). O ANP atenuou 0 mRNA e a
proteina da COX-2. O ANP atenuou a producéo de PGE, em macrofagos ativados por LPS
predominantemente pela via receptores de clearance de ANP (ANP-C). O ANP reduziu os
niveis do mRNA e da proteina COX-2 (KIEMER et al., 2002).

Pesquisas realizadas por Yamamoto et al. (1994b) demonstraram que a infuséo de L-
NAME aumentou significativamente os niveis de AVP plasmatica, além de ter aumentado a
pressdo arterial media e diminuido a frequéncia cardiaca, porém ndo alterou os niveis de
ANP. A infusdo de IL-1p resultou em aumento na secre¢cdo de AVP e ANP plasmatico com
diminuicdo na pressdo arterial média e temperatura retal, sem alteragBes na freqléncia
cardiaca. A infusdo de L-NAME com IL-1p, aumentou os niveis hormonais de AVP e ANP
plasmético, e a resposta depressora a IL-1B foi parcialmente atenuada pelo L-NAME, sem
qualquer alteracdo na temperatura retal. Neste modelo experimental o NO pode afetar
diretamente a liberacdo de AVP e ANP e a regulacdo da temperatura corporal, bem como a
pressdo arterial, porém o NO formado pela IL-1B pode ndo ter um efeito direto na liberacdo
desses hormonios, e na regulagdo da presséo arterial e temperatura (YAMAMOTO et al.,
1994b).

Em nosso estudo a administragdo de LPS 0,3 mg/Kg causou diminuicdo significativa
dos niveis de ANP no plasma, efeito potencializado apds sua associacdo com losartan (10
mg/Kg). A agdo classica da ANG Il sistémica é ativar neur6nios angiotensinérgicos centrais,
0s quais poderiam ativar éareas hipotalamicas e extrahipotalamicas envolvidas com
mecanismos estimuladores de sede e ingestdo seletiva para sodio (para uma revisdo ver
FITZSIMONS, 1998). Sua acdo ocorre preferencialmente para garantir a reposicao de agua e
sodio a partir de déficits ocasionados por perdas hipoténicas de volume. Assim, a acdo da
ANG Il sempre ocorrerd no sentido de corrigir a hipertonicidade plasméatica com reposigao
hidrica para, em seguida, corrigir déficits de massa total de sddio e potéssio (ver ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2005). Esses efeitos sdo obtidos por ativagdo de receptores AT, 0S quais
podem ser especificamente antagonizados por losartan. Por conseguinte, acdes de losartan em
animais normohidratados podem estar relacionadas somente ao bloqueio de atividade basal de
ANG Il ou aquele componente representativo do efeito do LPS, caso ocorra. Dessa forma,
sugerimos que o bloqueio destes receptores com o losartan inibe os efeitos
angiotensinérgicos, e com isso, propomos que o losartan intensifica a diminuicdo da secrecdo
plasmética de ANP inibida por LPS.
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Nossos resultados mostraram que o blogqueio de receptores AT; atenuou a ativagdo do
eixo HHA, potencializou o aumento da secregdo de OT e diminui¢do da secrecdo de ANP
alteradas por LPS. Estes efeitos do LPS ndo foram acompanhados por alteragdes significativas
na secrecdo de AVP descartando a participagdo efetiva desse horménio na regulacdo
neuroimunoendocrina a doses subendotdxicas de LPS. Estes achados sugerem que a
participagdo de OT e corticosterona nessa condi¢cdo ocorra por sua relagdo com o sistema
neuroimunoendocrino, onde poderiam estar modulando agfes imunossupressoras, 0 que
estabeleceria limites para a resposta imune resultante a endotoxemia. Estudos prévios da
literatura mostram que a intensa producéo sistémica de NO poderia explicar a diminuicdo dos
niveis plasmaticos de ANP observados neste modelo experimental, desde que aquele
mediador gasoso pode atuar como um agente tonico inibidor da liberacdo de ANP cardiaco. A
inibicdo aditiva resultante ao bloqueio de receptores AT; pode ser explicada por um provavel

componente estimulante exercido pela ANG Il sobre a secregcdo de ANP.
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5. CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a administragcdo sistémica de LPS promoveu aumento na
secrecdo de OT, corticosterona e diminui¢do na liberagdo de ANP, sem alterar a concentragéo
de AVP no plasma. Os efeitos desta endotoxina foram mais evidentes aos 120 min sobre a
secrecdo de OT e exclusivos para a secrecdo de corticosterona e ANP. Além disso, o blogueio
de receptores AT; potencializou o efeito estimulante do LPS sobre a secrecdo de OT e seu
efeito inibidor sobre a secregdo de ANP. Em contraste, esse blogueio diminuiu a secrecéo de
corticosterona estimulada por LPS, sugerindo a participacdo efetiva da ANG Il como um
modulador neuroimunoendocrino da resposta a endotoxemia bacteriana aqui simulada por

administracdo de doses subendotoxicas de LPS.
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ANEXO

ANEXO A: Efeitos da administragdo de LPS (0,1 e 0,3 mg/Kg) na secre¢do de ocitocina

(pg/ml) basal ou estimulada em associagdo ou ndo com losartan (10 mg/Kg).

Tratamento LPS 0,1 mg/Kg LPS 0,3 mg/Kg
Basal 2.9+ 0.66 (n=5) 2,0+0,27 (n=16)
LPS 6.4 + 0.86** (n=3) 10,1 + 2,00** (n =6)
Losartan + LPS 17.8 £237*** " (n=6) | 24,4+3,10%** 7" (n=8)

Os valores sdo expressos como médias = EPM. O nimero entre paréntese refere-se a quantidade de animais por
grupo. ** p<0,01; ***p<0,001 (tratado versus basal). ** p < 0,01 (tratado versus LPS) Test t.

ANEXO B: Efeitos da administracdo de LPS (0,3 mg/Kg) na secregdo de corticosterona

(ng/dl) basal ou estimulada em associagdo ou ndo com losartan (10 mg/Kg).

Tratamento LPS 0,3 mg/Kg
Basal 45+0,63 (n=6)
LPS 19,4 +£221*** (n = 6)
Losartan + LPS 12,1 +0,52%** 7" (n = 9)

Os valores sdo expressos como médias = EPM. O nimero entre paréntese refere-se a quantidade de animais por
grupo. ***p<0,001 (tratado versus basal). *** p < 0,001 (tratado versus LPS) Test t.

ANEXO C: Efeitos da administracdo de LPS (0,3 mg/Kg) na secrecdo de ANP (pg/ml) basal

ou estimulada em associa¢do ou ndo com losartan (10 mg/Kg).

Tratamento LPS 0,3 mg/Kg
Basal 449 £6,72 (n=23)
LPS 28,0+ 1,57* (n=3)
Losartan + LPS 21,2 +1,97*** * (n=8)

Os valores sdo expressos como médias = EPM. O nimero entre paréntese refere-se a quantidade de animais por
grupo. * p<0,05; ***p<0,001 (tratado versus basal). * p < 0,05 (tratado versus LPS) Test t.
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ANEXO D: Efeitos da administracdo de LPS (0,1 e 0,3 mg/Kg) na secrecéo de vasopressina

(pg/ml) basal ou estimulada em associagdo ou ndo com losartan (10 mg/Kg).

Tratamento LPS 0,1 mg/Kg LPS 0,3 mg/Kg
Basal 1,5+£0,29 (n=6) 16+0,28 (n=38)
LPS 15+0,18 (n=6) 2,0£0,59 (n=28)

Losartan + LPS

1,8+ 0,22 (n = 14)

2,5 +0,47 (n = 10)

Os valores sdo expressos como médias = EPM. O nimero entre paréntese refere-se a quantidade de animais por

grupo.
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