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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
HEME OXIGENASE-1 COMO UM ALVO TERAPÊUTICO NA SEPSE: O PAPEL DA BILIVERDINA 

 
RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Pedro Mendes de Azambuja Rodrigues 

 

A heme oxigenase-1 (HO-1), uma enzima induzida sob diversas condições de estresse 

celular, cataboliza o heme em monóxido de carbono (CO), biliverdina (convertida 

posteriormente a bilirrubina) e ferro livre. A deficiência dessa enzima resulta em inflamação 

crônica e morte prematura. Por outro lado, o aumento da HO-1 e de seus produtos resulta 

em efeitos antiinflamatórios e antioxidantes. As injúrias inflamatória e oxidativa 

desempenham um papel importante na fisiopatologia da sepse. Nesse contexto, a HO-1 vem 

sendo caracterizada como um gene protetor. Recentemente, estudos demonstraram que a 

indução farmacológica da HO-1 ou a terapia com o CO e a biliverdina, isoladamente ou em 

associação, são capazes de diminuir a disfunção orgânica e a mortalidade em modelos 

animais de endotoxemia letal. Nossa proposta foi estudar o efeito da modulação da HO-1 e 

do tratamento com a biliverdina em um modelo mais clinicamente relevante de sepse, a 

ligadura e perfuração cecal (CLP). Nossos resultados apontam para um efeito benéfico da 

HO-1 no tratamento da sepse. Demonstramos que o tratamento com a estanho 

protoporfirina (SnPP),  um supressor da HO-1, aumenta a mortalidade da CLP. Já nos 

animais tratados com a cobalto protoporfirina (CoPP), um indutor da HO-1, há um  aumento 

da sobrevida.  O tratamento com a biliverdina também teve um impacto significativo, tanto 

em um modelo de endotoxemia letal como no modelo de CLP, reduzindo a mortalidade em 

aproximadamente 60% e 40%, respectivamente. Esse efeito protetor da biliverdina na CLP 

foi associado a uma modulação da resposta inflamatória, constatada pela redução do 

acúmulo de leucócitos e dos níveis de mediadores inflamatórios (TNF-α, IL-6, KC e IL-10) 

na cavidade peritoneal. Ao mesmo tempo, os animais tratados com a biliverdina 

apresentaram um decréscimo no número de unidades formadoras de colônias no lavado 

peritoneal, sugerindo um melhor controle local da infecção. 



 xi 

 

 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
HEME OXIGENASE-1 COMO UM ALVO TERAPÊUTICO NA SEPSE: O PAPEL DA BILIVERDINA 

 
ABSTRACT 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Pedro Mendes de Azambuja Rodrigues 

 

Heme oxygenase-1 (HO-1), an enzyme induced under various situations of cellular stress, 

catabolyses heme into carbon monoxide (CO), biliverdin (subsequently converted to 

bilirubin) and free iron. The deficiency of this enzyme results in chronic inflammation and 

premature death. On the other hand, an increase in HO-1 and its products results in anti-

inflammatory and antioxidant effects. Inflammatory and oxidative injuries play an 

important role in sepsis pathophysiology. In this context, HO-1 has been characterized as a 

protective gene. Recently, studies have shown that the induction of HO-1 or therapy with 

CO and biliverdin, isolated or in association, is capable of reducing organic dysfunction and 

mortality in animal models of lethal endotoxemia. Our goal was to study the effects of the 

modulation of HO-1 and the treatment with biliverdin in a more clinically relevant model of 

sepsis, the cecal ligation and puncture (CLP) model. Our results suggest a beneficial effect 

of HO-1 in sepsis treatment. We demonstrated that the treatment with tin protoporphyrin 

(SnPP), a suppressor of HO-1, increases CLP mortality. On the other hand, animals treated 

with cobalt protoporphyrin (CoPP), an inducer of HO-1, had an increased survival. 

Treatment with biliverdin also had a significant impact over both lethal endotoxemia and 

CLP, reducing mortality in approximately 60% and 40%, respectively. This protective 

effect of biliverdin on CLP was associated with a modulation of the inflammatory response, 

observed by the reduction of leukocyte accumulation and levels of inflammatory mediators 

(TNF, IL-6, KC and IL-10) in the peritoneal cavity. At the same time, the animals treated 

with biliverdin had decreased numbers of colony-forming units in the peritoneal lavage 

fluid, suggesting a better local control of infection.    
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1- INTRODUÇÃO 

 

A Sepse pode ser definida como o distúrbio da homeostase do organismo deflagrado por 

uma resposta inflamatória inadequada que se segue à infecção. Esse distúrbio se manifesta 

clinicamente como disfunção de órgãos, que, dependendo de sua magnitude, pode ser reversível 

ou levar à morte. Assim, a sepse representa um desvio patológico de processos normalmente 

benéficos e necessários à sobrevivência (Cohen, 2002).  

O conceito de que a resposta inflamatória pode, por si só, ser a causa de morbidade não é 

recente. Há mais de dois séculos atrás o cirurgião escocês John Hunter já escrevia: “Inflammation 

is not itself considered to be a disease but a salutary operation... but when it cannot accomplish 

that salutary purpose… it does mischief.” [(Hunter, 1794) apud (Marino, 1998)]. Relatos 

médicos de disfunção orgânica associada ao trauma remontam à época da segunda guerra 

mundial (Bywaters, 1990). O próprio termo “sepse” teve origem na Grécia antiga, onde era usado 

para descrever o processo de putrefação e degradação tecidual que levava à doença e morte 

(Geroulanos and Douka, 2006). No entanto, a correlação entre esses fenômenos só foi 

estabelecida de forma mais clara no final do século XX.  

As descrições de uma síndrome de falência múltipla de órgãos, que seria a manifestação 

de um processo sistêmico presente em pacientes com infecções ou hemorragia maciça, e 

posteriormente de uma “síndrome séptica”, serviram como base para a conferência de consenso 

organizada em 1991 pelo American College of Chest Phisicians e a Society of Critical Care 

Medicine, onde foram definidos critérios para o diagnóstico da sepse e suas conseqüências (Bone, 

et al., 1992; Bone, et al., 1989; Tilney, et al., 1973).  Assim, o termo síndrome da resposta 

inflamatória sistêmica (SIRS) passa a descrever uma entidade clínica de causas variadas, como o 

trauma, pancreatite, ou infecção. A SIRS provocada por infecção é denominada sepse e, 

dependendo do surgimento de hipoperfusão, choque circulatório ou disfunções orgânicas, pode 

ser subdividida em sepse grave, choque séptico ou, finalmente, a síndrome da disfunção orgânica 

múltipla (MODS), que representa o extremo mais grave do espectro de evolução da SIRS (Tabela 

1.1). Assim, pela primeira vez, surgem definições objetivas e amplamente aceitas ao redor do 

mundo para a sepse. Posteriormente sugeriu-se que seria possível descrever além da SIRS uma 

síndrome da resposta antiinflamatória compensatória (CARS), resultado da imunossupressão 

que pode ser observada em subgrupos de pacientes sépticos, mas essa síndrome ainda não foi 

adotada na prática clínica da grande maioria das UTIs (Bone, 1996).  

 



 2 

  Tabela 1.1- Definições de sepse e de suas conseqüências (Bone, et al., 1992). 
Infecção 
Fenômeno caracterizado por uma resposta inflamatória à presença de microrganismos ou à invasão 
de tecidos do hospedeiro normalmente estéreis, por estes organismos. 
Bacteremia 
Presença de bactérias viáveis no sangue evidenciada por hemocultura positiva. 
Septicemia 
Presença de microrganismos ou suas toxinas no sangue. Segundo o consenso este termo deve ser 
abandonado. 
SIRS 
Síndrome da resposta inflamatória sistêmica caracterizada por duas ou mais das seguintes 
condições: 

Febre (temperatura corporal>38 oC), ou hipotermia (temperatura. corporal<36 oC). 
Taquipnéia (FR>20 ipm), ou hiperventilação (PaCO2<32mm Hg). 
Taquicardia (Freqüência cardíaca>90bpm). 
Leucocitose (Leucometria total >12000/cu mm), ou leucopenia (Leucometria total 
<4000/cu mm), ou presença de neutrófilos imaturos (“bastões”) >10% do total. 

Pode ter uma etiologia não infecciosa. 
Sepse 
Evidência clínica sugestiva de infecção, mais SIRS caracterizada por mais de dois dos sinais de 
resposta sistêmica à infecção. 

Febre (temperatura corporal>38 oC), ou hipotermia (temperatura. corporal<36 oC). 
Taquipnéia (FR>20 ipm), ou hiperventilação (PaCO2<32 mm Hg). 
Taquicardia (Freqüência cardíaca>90bpm). 
Leucocitose (Leucometria total>12000/cu mm), ou leucopenia (Leucometria total 
<4000/cu mm), ou presença de neutrófilos imaturos (“bastões”) >10% do total. 

Hemoculturas positivas não são necessárias. 
Sepse Grave 

Sepse com um ou mais sinal de disfunção orgânica, hipoperfusão ou hipotensão associada à 
sepse, tais como: 

Hipoxemia (PaO2/FiO2<280). 
Aumento do lactato plasmático (acima do limite normal superior). 
Oligúria (<0,5 ml/kg/h). 
Alteração do estado de consciência. 

Hipotensão Associada à Sepse 
Diagnóstico clínico de sepse mais hipotensão (<90 mmHg ou queda maior ou igual a 40 mmHg 
abaixo do basal) por menos de 1h e responsiva à reposição volêmica. 
Choque Séptico 

Diagnóstico clínico de sepse grave mais hipotensão (<90 mmHg ou queda maior ou igual a 40 
mmHg dos valores habituais de pressão) por pelo menos 1h e não responsivo a reposição 
volêmica. 
Síndrome de Disfunção Orgânica Múltipla 
É a presença de alterações da função orgânica em pacientes críticos, de forma que a homeostase 
sistêmica não possa ser mantida sem intervenções. 
Síndrome Séptica 
Diagnóstico clínico de sepse com evidências de alterações de perfusão em um ou mais sistemas. 
Segundo o consenso este termo também deveria ser abandonado 
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O estabelecimento desses critérios permitiu o estudo epidemiológico mais preciso do 

problema representado pela sepse. Em uma análise retrospectiva de 6.621.559 internações no ano 

de 1995 em 847 hospitais nos EUA, foram identificados 192.980 casos de sepse grave, o que 

levou a uma estimativa de 751.000 casos novos de sepse por ano naquele país, gerando custos 

anuais de aproximadamente 17 bilhões de dólares. A mortalidade hospitalar geral foi de 28,4%, 

subindo para 34,1% no subgrupo de pacientes internados em unidades de terapia intensiva  

(Angus, et al., 2001).  No Brasil, o estudo mais abrangente publicado até o momento avaliou 

prospectivamente as internações realizadas em 65 UTIs durante o período de um mês no ano de 

2003. Dos 3128 pacientes incluídos no estudo, 521 (16,7%) receberam diagnóstico de sepse, 

sepse grave ou choque séptico, com mortalidades em 28 dias de 16,7%, 34,4% e 65,3%, 

respectivamente (Sales Jr, et al., 2006).  

Apesar de sua contribuição para o progresso da pesquisa e compreensão da sepse, as 

limitações dos critérios de 1991 foram se tornando evidentes ao longo dos anos. Em 2001 foi 

organizado um encontro de sociedades médicas com o objetivo de reavaliar esses critérios, 

concluindo-se que, apesar de ainda serem conceitualmente relevantes, possuem baixa 

especificidade. Assim, agrupam populações muito heterogêneas, não permitindo o adequado 

estadiamento e determinação do prognóstico dos pacientes. Uma solução apontada para o 

problema foi o sistema PIRO (predisposition, insult, response, organ dysfunction), um modelo 

que procura estratificar os pacientes sépticos de acordo com fatores de predisposição, tipo de 

insulto deflagrador do processo, características da resposta do hospedeiro e disfunções orgânicas.  

Espera-se que com o desenvolvimento desse modelo possa-se identificar subgrupos de pacientes 

que evoluam de forma semelhante e respondam a determinadas terapias, analogamente ao que 

ocorre hoje com o sistema TNM (tumor, node, metastasis) de estadiamento do câncer (Levy, et 

al., 2003). 

 

1.1- Fisiopatologia da sepse 

A resposta imediata ao estímulo infeccioso depende do reconhecimento de patógenos 

pelos componentes efetores da imunidade inata, como os fagócitos e a via alternativa do sistema 

complemento. Esse reconhecimento se dá através dos PRRs (pattern recognition receptors), 

receptores capazes de identificar estruturas altamente conservadas associadas a grupos de 

microorganismos. Um exemplo clássico é a resposta ao lipopolissacarídeo (LPS), um 

componente da parede celular de bactérias Gram-negativas. O LPS inicialmente é capturado por 

uma proteína plasmática, a LBP (LPS binding protein) e em seguida reconhecido pelo toll-like 
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receptor 4 (TLR4) presente na membrana celular, com o auxílio do receptor CD14 e da proteína 

MD-2. Os TLRs são uma família de pelo menos 12 receptores transmembranares cujo 

ectodomínio é capaz de reconhecer determinados padrões moleculares presentes no ambiente 

extracelular ou no interior de endossomos, e através do seu domínio citoplasmático, ativar vias de 

sinalização que culminam na expressão de genes. Assim, a transdução do sinal iniciado pela 

interação entre o LPS e o TLR4 resulta na ativação de fatores de transcrição como o NF-κB 

(nuclear factor- κB), que modula  a expressão de genes  envolvidos na inflamação  (Kawai and 

Akira, 2006) (Figura 1.1).  

 

Figura 1.1 - Vias de sinalização do Toll: A sinalização dos TLRs depende de vários 

componentes, incluindo as proteínas adaptadoras MyD88 (myeloid differentiation factor) e TRIF 

(TIR domain-containing adapter inducing interferon).  Várias etapas de fosforilação ocorrem em 

seqüência, culminando na ativação de fatores de transcrição, como o NF-κB, IRF3 (Interferon 

regulatory factor 3) e AP-1 (activator protein-1) que se deslocam até o núcleo e induzem a 

expressão de genes inflamatórios. Reproduzido de (Kawai and Akira, 2006). 
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O resultado final desse processo é uma cascata de eventos que envolve a produção de 

citocinas pró-inflamatórias – ex.: TNF-α (Tumor necrosis factor-α), IL-1, HMGB-1 (high 

mobility group box 1), MIF (macrophage migration inhibitory factor) - e antiinflamatórias – ex.: 

IL-10, TGF-β (Transforming growth factor-β) - , assim como mediadores não protéicos – ex.: 

PAF (platelet-activating factor) e NO -, moléculas de adesão e sinalização da superfície celular - 

como ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) e fator tecidual -,  proteínas de fase aguda e 

hormônios que agem de forma a coordenar a resposta imune em diversos órgãos e tecidos 

(Cohen, 2002).  

Outros ligantes dos TLRs incluem DNA bacteriano (TLR9), componentes da parede 

celular de fungos (zimozan – TLR2) e bactérias Gram-positivas (ácido lipoteicóico e 

peptideoglicana - TLR2).  Um crescente número de PRR não pertencentes à família dos TLRs 

vem sendo descritos, incluindo receptores localizados na superfície celular, como os CLRs (C-

type lectin receptors) ou citoplasmáticos, como a família dos NLRs (nucleotide-binding 

oligomerization domain (NOD)-like receptors), composta por pelo menos 23 membros 

(Trinchieri and Sher, 2007).  

A cooperação entre as vias de sinalização dos PRRs, bem como a sua expressão 

diferencial em órgãos e tecidos, tornam a resposta do hospedeiro mais complexa e variável do 

que sugerido pela Figura 1.1. Em conjunto, esses receptores atuam como uma rede sensorial que 

percebe a presença de microorganismos, e cujo padrão de ativação combinada é determinante na 

natureza das respostas subseqüentes (Trinchieri and Sher, 2007). Os estímulos capazes de induzir 

a inflamação, no entanto, não se restringem a produtos microbianos ou moléculas estranhas ao 

organismo, incorporando também moléculas endógenas liberadas em situações de estresse e dano 

tecidual, que podem funcionar como sinais de alerta para o sistema imune (Beutler, 2004; 

Gallucci and Matzinger, 2001).    

O controle local da infecção é possível através de um delicado equilíbrio entre fatores pró 

e antiinflamatórios. Um evento fundamental para o desenvolvimento da sepse parece ser a 

amplificação e perda do direcionamento da resposta inflamatória, que assume um caráter 

sistêmico (Cohen, 2002). Esse conceito encontra respaldo em modelos experimentais, onde, por 

exemplo, a administração LPS provoca uma síndrome semelhante à sepse, que pode ser 

bloqueada através do uso de antiinflamatórios ou de anticorpos capazes de neutralizar citocinas 

pró-inflamatórias, como o TNF-α e IL-1 (Remick and Ward, 2005).  Em humanos com sepse, o 

aumento de níveis circulantes de TNF-α ou IL-6 assim como  polimorfismos nos genes de TNF-α 

e TLR4 estão associados ao desenvolvimento de disfunção orgânica e a um pior prognóstico 
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(Villar, et al., 2004). No entanto, com o avanço do entendimento da fisiopatologia da sepse, 

torna-se cada vez mais evidente que o conceito de “hiperinflamação” não engloba todo o espectro 

de respostas observadas em pacientes sépticos.  De fato, em alguns casos o desequilíbrio 

imunológico observado é a imunossupressão ou imunoparalisia, que podem tanto ocorrer 

primariamente como em sucessão a um estágio pró-inflamatório. Alguns mecanismos propostos 

para esse fenômeno são a redução da expressão de MHC classe II por macrófagos, a apoptose de 

células do sistema imune (como linfócitos B, linfócitos T CD4 e células dendríticas) e uma 

mudança do padrão de resposta Th1 para Th2 (Hotchkiss and Karl, 2003; Oberholzer, et al., 

2001). 

Apesar da relação entre uma resposta inflamatória desregulada e o desenvolvimento da 

sepse ser evidente, o mecanismo através do qual a falência orgânica se estabelece ainda 

permanece em grande parte obscuro. Existem fortes indícios de que uma disfunção 

microcirculatória se desenvolve nos pacientes com sepse. As células endoteliais respondem à 

inflamação sistêmica com alterações fenotípicas que incluem um aumento da expressão de 

moléculas de adesão, fator tecidual e substâncias vasoativas.  Esse processo favorece a ligação e 

ativação de neutrófilos, a ativação da cascata de coagulação e a alterações no fluxo sanguíneo 

regional, o que pode gerar lesão endotelial, trombose e desvios (“shunts”) na microcirculação. O 

reflexo desses distúrbios microcirculatórios é um déficit na perfusão e tecidual, o que provocaria 

o surgimento da disfunção dos tecidos e órgãos acometidos (Ince, 2005; Vallet, 2003).  

Paradoxalmente, entretanto, o grau de lesão isquêmica dos órgãos observado na necrópsia 

de pacientes sépticos não parece justificar o déficit funcional apresentado (Hotchkiss, et al., 

1999). De fato, alguns estudos demonstraram que na sepse há uma queda do consumo de 

oxigênio nos tecidos, mesmo na presença de uma oferta de oxigênio adequada (Hayes, et al., 

1997; VanderMeer, et al., 1995). Assim, uma falência bioenergética celular se estabeleceria em 

algum ponto da evolução da sepse, provocando disfunção orgânica independentemente da 

perfusão tecidual (Singer, et al., 2004). Um desacoplamento na cadeia de transporte de elétrons 

mitocondrial provocado por radicais livres e óxido nítrico pode ser responsável por esse 

fenômeno (Brealey, et al., 2002). Finalmente, é um grande desafio estabelecer se esses achados 

são a causa primária da falência orgânica ou apenas epifenômenos que acompanham a evolução 

do paciente gravemente acometido.  
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1.2- Heme oxigenase-1 

A lesão celular provocada pela inflamação e pelo estresse oxidativo parece desempenhar 

um papel central em diversos processos patológicos, dentre eles a sepse. As células, em 

contrapartida, possuem uma série de “genes protetores” cuja expressão objetiva a preservação da 

estrutura e função celulares em ambientes nocivos. Um desses genes é o que codifica a heme 

oxigenase-1 (HO-1), uma enzima que degrada a molécula de heme, produzindo monóxido de 

carbono (CO), biliverdina e ferro livre.  A HO-1 e seus produtos vêm sendo alvo de intensa 

pesquisa, por suas notáveis propriedades biológicas e potencial como alvo terapêutico, que 

detalharemos a seguir. 

 

1.2.1- O heme e sua degradação enzimática 

O heme é uma molécula constituída por uma estrutura anelar complexa, a protoporfirina 

IX, contendo no seu centro um átomo de ferro no estado ferroso (Fe2+). Atuando como grupo 

prostético das hemeproteinas, o heme está envolvido em processos biológicos como o transporte 

de oxigênio (hemoglobina), respiração celular (citocromos), transdução de sinal (guanilato 

ciclase) e detoxificação de drogas (citocromo p450) (Ponka, 1999).  

  Apesar de sua importância fisiológica, o acúmulo excessivo de heme livre (dissociado de 

proteínas) pode ser nocivo para o organismo, por sua capacidade de gerar estresse oxidativo e 

lesar diretamente membranas lipídicas e organelas celulares (Knight, et al., 2004). Como um 

reflexo de sua citotoxicidade e por atuar diretamente como um sinal endógeno de alerta para o 

sistema imune, o heme livre é um potente estímulo deflagrador de processos inflamatórios 

(Figueiredo, 2000; Graca-Souza, et al., 2002).  Portanto, uma série de mecanismos foi 

desenvolvida para impedir ou minimizar esses efeitos tóxicos. Assim, em mamíferos, o heme 

livre na circulação liga-se a proteínas plasmáticas como a haptoglobina e a albumina, o que reduz 

sua reatividade, facilitando seu transporte e captação pelas células (Knight, et al., 2004).  No 

ambiente intracelular, o principal mecanismo de detoxificação do heme é a sua degradação pela 

enzima microssomal heme oxigenase. Essa reação se dá pela quebra do anel porfirínico do heme, 

gerando quantidades equimolares de biliverdina, monóxido de carbono e ferro (Beale and Yeh, 

1999) (Figura 1.2).   

Até o momento existem duas isoformas bem caracterizadas de heme oxigenase (HO-1 e 

HO-2).  Enquanto a HO-2 é expressa de forma constitutiva, a expressão da HO-1 é muito baixa 

ou indetectável na maioria das células em condições fisiológicas. No entanto a HO-1 é altamente 

indutível por estímulos potencialmente nocivos para as células, que incluem o heme, choque 
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térmico, peróxido de hidrogênio, endotoxina, luz ultravioleta e metais pesados, dentre outros 

(Wagener, et al., 2003). A região promotora do gene da HO-1 possui sítios de ligação para 

fatores de transcrição envolvidos na resposta a situações de estresse celular como o NF-κB e AP-

1 activator protein-1) (Lavrovsky, et al., 1994). A indução da HO-1, por sua vez, é capaz de 

conferir citoproteção nessas situações através de efeitos antiinflamatórios, antioxidativos e 

antiapoptóticos (Otterbein, Soares, et al., 2003). A deficiência de HO-1, tanto em um modelo 

animal como no primeiro caso humano descrito, resultou em inflamação crônica e morte 

prematura, caracterizando a importância desta enzima para a sobrevivência do organismo (Poss 

and Tonegawa, 1997; Yachie, et al., 1999). Essa grande variedade de indutores e efeitos 

caracteriza a HO-1 como uma proteína de resposta ao estresse celular cuja importância 

transcende a sua capacidade de livrar o ambiente do heme livre. A ação da HO-1 parece ser 

mediada, ao menos em parte, pelos efeitos dos seus produtos biliverdina e CO, tradicionalmente 

vistos como desprovidos de atividade fisiológica relevante (Otterbein, Soares, et al., 2003).  

 

Figura 1.2 Degradação enzimática do heme pela heme oxigenase, gerando biliverdina, 

monóxido de carbono (CO) e ferro (Fe
2+

). O CO é liberado pela oxidação do carbono da ponte de 

meteno-α por oxigênio molecular. Os grupos terminais de oxigênio da biliverdina também 

derivam de oxigênio molecular. A reação é dependente de equivalentes redutores derivados do 

NADPH via NADPH-citocromo P450 redutase. A biliverdina é subseqüentemente convertida a 

bilirrubina pela enzima biliverdina redutase. M representa metil; V,vinil; P, propionil.   
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1.2.2- Biliverdina, bilirrubina e biliverdina redutase  

Após a clivagem do anel de heme pela HO-1, a biliverdina resultante é rapidamente 

convertida a bilirrubina pela ação da enzima biliverdina redutase (BVR). Diferentemente da 

biliverdina, a bilirrubina é uma molécula hidrofóbica e, portanto, deve associar-se à albumina 

para ser transportada pela corrente sanguínea. A bilirrubina circulante é captada pelos hepatócitos 

onde é conjugada ao ácido glicurônico pela UDP (Uridina difosfato)-glicoruniltransferase, um 

processo necessário para gerar um composto hidrofílico que possa então ser excretado na bile. 

Em neonatos, níveis muito elevados de bilirrubina circulante estão associados ao kernicterus, 

uma encefalopatia de ocorrência rara que pode levar à morte ou deixar seqüelas neurológicas 

(Dennery, et al., 2001).  

Se vista simplesmente como parte do catabolismo do heme, a conversão de biliverdina a 

bilirrubina dificilmente é justificável, pois emprega energia para gerar um produto de difícil 

excreção, potencialmente tóxico e sem vantagens biológicas aparentes sobre o seu precursor.  

Esse suposto paradoxo começou a ser esclarecido a partir da descoberta do importante 

papel antioxidante da bilirrubina. Em concentrações fisiológicas, a bilirrubina é uma das 

principais moléculas de proteção contra o estresse oxidativo no plasma (Stocker, et al., 1987). No 

ambiente intracelular, foi proposto um ciclo onde a bilirrubina reage diretamente com espécies 

reativas de oxigênio, neutralizando sua propagação. Nessa reação a bilirrubina é oxidada, 

convertendo-se a biliverdina. A biliverdina é então reduzida novamente a bilirrubina pela BVR, 

perpetuando o ciclo. Esse mecanismo explicaria como as diminutas concentrações de biliverdina 

observadas nas células possuem uma potente capacidade antioxidante (Baranano, et al., 2002). 

 Recentemente, a BVR vem sendo caracterizada como uma peça central em diversas vias 

se sinalização celular.  Além da sua função de redutase, já descrita, a BVR também é um fator de 

transcrição do tipo b-zip. Como tal é capaz de migrar para o núcleo da célula e ligar-se a sítios 

AP-1 do DNA, regulando a transcrição de genes fundamentais na resposta ao estresse celular 

mediada pela HO-1 e outras proteínas (Kravets, et al., 2004).  A diminuição dos efeitos da HO-1 

observada quando a BVR é bloqueada experimentalmente, sugere uma importante relação entre 

essas duas enzimas (Miralem, et al., 2005). Ainda foi descrita uma terceira função da BVR, que 

atua como uma quinase na via do receptor de insulina, essencial para o controle de funções como 

o metabolismo da glicose, apoptose e crescimento celular (Lerner-Marmarosh, et al., 2005).  

 

 

 



 10 

1.2.3- Monóxido de carbono 

O CO é um gás incolor e inodoro cuja toxicidade é conhecida e estudada há séculos. Os 

efeitos tóxicos do CO correlacionam-se primariamente à sua ligação de alta afinidade ao 

grupamento heme da hemoglobina, inibindo competitivamente a ligação do oxigênio, o que 

resulta em hipóxia tecidual. Níveis de carboxihemoglobina de 20% já provocam sintomas, sendo 

letais ao atingir 50% a 80% (Ryter and Otterbein, 2004). 

O CO é produzido pelo organismo quase que exclusivamente como resultado do 

metabolismo do heme pela HO. Essa produção endógena se dá em doses muito inferiores às 

caracterizadas como tóxicas, e recentemente vem sendo implicada em uma série de processos 

fisiológicos. Grande parte desses efeitos do CO é mediada por sua ligação ao grupamento heme 

da guanilato ciclase, que resulta na ativação dessa enzima. Esse mecanismo é responsável pela 

atividade do CO como vasodilatador, inibidor da agregação plaquetária e neurotransmissor. O 

CO também possuí funções independentes de sua ligação a hemeproteínas, como efeitos 

antiinflamatórios mediados pela ativação da MAP (mitogen-activated protein) quinase p38 

(Ryter, et al., 2006).  

 

1.2.4- Ferro e ferritina 

O ferro é pró-oxidante e seu acúmulo é tóxico para as células. Ao mesmo tempo em que 

gera ferro livre, a HO-1 modula seus níveis, aumentando o efluxo celular deste íon (Ferris, et al., 

1999).  A HO-1 também aumenta a expressão de ferritina, que se associa ao ferro protegendo a 

célula do dano oxidativo (Balla, et al., 1992). No entanto, a ferritina não parece participar dos 

mecanismos de citoproteção mediados pela HO-1 em animais estimulados pelo LPS (Otterbein, 

et al., 1997). 

 

1.2.5- Heme oxigenase-1 e doenças 

A multiplicidade de efeitos biológicos mediados pela HO-1 pode ter implicações em um 

grande número de doenças. O papel da modulação da HO-1 no desenvolvimento de 

vasculopatias, por exemplo, vem sendo alvo de intensa pesquisa. A expressão da HO-1 está 

aumentada em células endoteliais, espumosas e fibras musculares lisas derivadas de lesões 

ateroscleróticas em diversos estágios de desenvolvimento (Wang, et al., 1998). Em um modelo 

animal, observou-se o agravamento ou atenuação da aterosclerose pela inibição ou ativação da 

HO-1, respectivamente (Ichiyama, et al., 2002). Os efeitos anti-inflamatórios da sinvastatina (que 

contribuem para sua ação antiaterogênica) podem estar relacionados, em parte, à expressão da 
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HO-1 nas fibras musculares lisas da parede vascular (Lee, et al., 2004). O tratamento com o CO 

ou a biliverdina suprime a estenose que se segue à lesão endovascular por balão em animais, de 

forma semelhante à observada pela superexpressão da HO-1 (Nakao, et al., 2005; Otterbein, 

Zuckerbraun, et al., 2003; Tulis, et al., 2001). A esses achados soma-se a caracterização, em 

humanos, de polimorfismos no gene da HO-1 como fatores de risco independentes para a 

reestenose pós-angioplastia (Chen, et al., 2004). 

A medicina de transplante é um outro campo onde a pesquisa pré-clinica relacionada à 

HO-1 vem produzindo resultados surpreendentes.  Em um modelo de xenotransplante cardíaco de 

camundongos para ratos imunossuprimidos por drogas, a rejeição normalmente não ocorre. No 

entanto, quando os animais doadores são deficientes do gene da HO-1 ou a enzima é 

farmacologicamente inibida, a deterioração do coração se dá rapidamente. O tratamento do 

doador e receptor com o CO foi capaz de reverter esse fenômeno, compensando a ausência da 

HO-1 (Bozza, et al., 1998). Resultados semelhantes foram obtidos através da terapia com a 

biliverdina, bem como em modelos de transplante de outros órgãos (Song, et al., 2003; 

Taniguchi, et al., 1999).  

A importância da HO-1 está sendo determinada em diversas outras situações, apesar das 

evidências ainda serem limitadas ou conflitantes. A expressão de HO-1 está aumentada em 

células inflamatórias de pacientes asmáticos, e terapia com o CO diminui a asma induzida por 

alergenos em camundongos (Barba, et al., 1997; Horvath, et al., 1998). A inalação de CO 

também foi capaz de atenuar a lesão pulmonar induzida pela hiperóxia em ratos (Otterbein, et al., 

1999). Esse efeito, no entanto, não foi confirmado por outro estudo semelhante (Clayton, et al., 

2001).  A HO-1 também parece desempenhar um efeito protetor em modelos de lesão renal e 

hepática agudas (Lanahan, et al., 1992; Rensing, et al., 1999). Os efeitos anti-proliferativos da 

HO-1 podem resultar na diminuição de tumores (Hill, et al., 2005). No entanto, a expressão de 

HO-1 nas células tumorais também pode protegê-las da quimioterapia ou radioterapia (Berberat, 

et al., 2005).     

 

1.2.6 Heme oxigenase-1 e sepse/SIRS 

A expressão da HO-1 pode ser benéfica na sepse. Um estudo demonstrou um aumento nos 

níveis de CO exalado, um marcador da atividade HO-1, em pacientes com sepse grave de 

diversas etiologias. Os níveis de CO correlacionaram-se positivamente com a sobrevida, apesar 

do tamanho da população estudada não permitir a sua caracterização como variável prognóstica 

independente (Zegdi, et al., 2002). A significância da expressão da HO-1 no desenvolvimento da 
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disfunção orgânica na sepse e SIRS pôde ser elucidada em modelos animais. Ratos submetidos à 

ligadura e punção cecal (CLP) desenvolvem uma peritonite fecal grave e choque séptico. Nos 

leucócitos do sangue periférico desses animais, a elevação precoce da expressão da HO-1 está 

associada à diminuição de marcadores séricos de estresse oxidativo (lipoperoxidação) e de 

disfunções hepática (aspartato aminotransferase - AST , alanina aminotranserase - ALT) e renal 

(creatinina) (Jao, et al., 2005). Por outro lado, quando a inflamação sistêmica foi induzida pela 

administração de  LPS em camundongos deficientes do gene da HO-1, observou-se um aumento 

nos mesmos parâmetros de disfunções hepática, renal e estresse oxidativo, além de uma maior 

mortalidade em relação ao grupo controle (Pellacani, et al., 1998). A HO-1 parece ser um 

importante efetor da proteção mediada pela IL-10 (uma citocina anti-inflamatória) contra o 

choque por LPS, o que é sugerido pela atenuação dessa proteção quando se inibiu 

farmacologicamente a HO-1 (Lee and Chau, 2002). 

Em humanos com síndrome do desconforto respiratório agudo (SARA), observa-se uma 

elevação da HO-1 no lavado broncoalveolar (BAL) e em amostras de tecido pulmonar (Mumby, 

et al., 2004).  Esse aumento pode ser responsável por um efeito protetor, sugerido pelos achados 

em um modelo experimental de SARA induzida por LPS em ratos. Nesse estudo, o pré-

tratamento com um indutor da HO-1 reduziu de forma importante a inflamação pulmonar 

característica dessa doença, enquanto que a inibição da HO-1 teve o efeito inverso, agravando o 

quadro (Otterbein, et al., 1995). A HO-1 também pode ser importante para a preservação da 

função de músculos da ventilação na sepse. O déficit contrátil do diafragma observado após a 

injeção intravenosa de LPS em ratos é agravado pela inibição da HO-1 (Barreiro, et al., 2002). 

De forma semelhante à observada na SARA, a lesão inflamatória intestinal que 

acompanha a SIRS induzida por LPS ou isquemia de membro em animais é acentuada pela 

inibição da HO-1 (Fujii, et al., 2003; Scott, et al., 2005). 

Alguns estudos recentes começam a investigar os produtos da HO-1 como agentes 

terapêuticos na sepse experimental. Em ratos, a inalação de CO em baixas concentrações por uma 

hora reduziu a mortalidade da administração subseqüente de LPS em mais de 60%. No grupo 

tratado houve uma diminuição dos níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α e um 

aumento da IL-10 mensurados no soro. No BAL, observou-se uma modulação semelhante no 

perfil das citocinas, acompanhada de uma redução no acúmulo de neutrófilos, proteínas, nitrito e 

LDH (lactic dehydrogenase).  O nível sérico de AST encontrava-se menor nos animais expostos 

ao CO, sugerindo um menor dano hepático nesse grupo. O padrão da expressão de iNOS 

(inducible nitric oxide synthase)  observada sugere um efeito diferenciado sobre a produção de 
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NO no fígado (aumento) e no pulmão (diminuição) dos animais tratados com CO (Sarady, et al., 

2004).  

O pré-tratamento com injeções intraperitoneais de biliverdina também reduziu 

drasticamente a mortalidade do choque induzido por LPS em ratos (13% vs 80% no grupo 

controle).  De forma correlata à observada no tratamento com o CO, a biliverina provocou uma 

redução na inflamação pulmonar e sistêmica. A ativação de NF-κB (um fator de transcrição que 

modula  a expressão de genes envolvidos na inflamação) encontrava-se reduzida nos animais 

tratados. A administração de um inibidor da HO-1 reverteu a proteção da biliverdina, o que 

sugere a HO-1 é um mediador fundamental para os efeitos do tratamento (Sarady-Andrews, et al., 

2005).   

A administração de D-galactosamina em conjunto com o LPS resulta em um grave dano 

hepático mediado por citocinas. Nesse modelo, demonstrou-se em camundongos proteção 

hepática (analisada por marcadores séricos e análise histológica) e redução da mortalidade pelo 

tratamento com um ativador da expressão da HO-1. A administração isolada de CO ou 

biliverdina diminuiu o dano hepático, mas não alterou a mortalidade. No entanto, quando esses 

agentes foram administrados conjuntamente, houve uma importante diminuição da mortalidade, 

semelhante à observada pela indução da HO-1 (Sass, et al., 2004). 

Utilizando o modelo de CLP, investigou-se o impacto do tratamento com a biliverdina 

sobre a inflamação e dismotilidade gastrointestinais em ratos. Nos animais submetidos à CLP, 

observou-se uma intensa infiltração neutrofílica no jejuno e diminuição do trânsito do trato 

gastrointestinal. Injeções intraperitoneais de biliverdina administradas antes e após a CLP 

atenuaram significativamente esses efeitos. Observou-se um aumento de IL-10 e diminuição de 

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), no intestino dos animais tratados, o que poderia 

fazer parte dos mecanismos efetores da biliverdina. O tratamento aumentou a atividade de NF-κB 

no intestino, o que difere dos achados anteriormente mencionados em pulmões, enquanto que a 

expressão de HO-1 e BVR não sofreu alterações (Overhaus, et al., 2006).  

Apesar do conjunto de evidências apresentado sugerir de forma consistente um papel 

protetor da HO-1 na sepse, esses resultados devem ser interpretados com cautela.  Modelos de 

endotoxemia (empregados na grande maioria dos estudos mencionados) são tradicionalmente 

utilizados por sua facilidade técnica e capacidade de simular alguns aspectos da fisiopatologia da 

sepse. No entanto esses modelos não compreendem a complexidade da resposta observada na 

sepse com infecção por microorganismos viáveis. Por isso, a transposição de resultados obtidos 

em modelos de endotoxemia para benefício clínico real em humanos com sepse pode apresentar 
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limitações. Nesse sentido, tornam-se necessários mais estudos utilizando modelos de maior 

complexidade como a CLP, considerada atualmente o “padrão ouro” para a pesquisa pré-clinica 

da sepse (Buras, et al., 2005).  
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2- OBJETIVOS 

 

2.1- Objetivo geral 

• Investigar o potencial da heme oxigenase-1 (HO-1) como alvo terapêutico na sepse 

experimental, principalmente através da terapia com a biliverdina, um dos produtos 

dessa enzima.   

 

2.2- Objetivos específicos 

• Avaliar o impacto da administração de um inibidor (estanho protoporfirina) e um 

ativador (cobalto protoporfirina) sistêmicos da HO-1 sobre a mortalidade no modelo de 

ligadura e punção cecal (CLP). 

• Avaliar o impacto do tratamento com a biliverdina sobre a mortalidade nos modelos de 

administração intraperitoneal de LPS e CLP. 

• Investigar o efeito do tratamento com a biliverdina sobre o acúmulo de leucócitos e o 

perfil de secreção de citocinas na cavidade peritoneal de animais submetidos à CLP.  

• Investigar o efeito do tratamento com a biliverdina sobre a eliminação bacteriana na 

cavidade peritoneal de animais submetidos à CLP.  
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3- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1- Parecer do comitê de ética animal 

Os protocolos utilizados foram aprovados pelo comitê de Ética no uso de Animais da 

Fundação Oswaldo Cruz (CEUA-FIOCRUZ), licença no P.0260/05 (Anexo). 

 

3.2- Animais 

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss de ambos os sexos, com peso entre 20 

e 25 g, provenientes do Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da Fundação 

Oswaldo Cruz. Durante a permanência em nosso biotério, os animais foram mantidos em 

temperatura constante (25 ºC), com ciclo claro/escuro de 12 horas e livre acesso à água e comida. 

 

3.3- Endotoxemia 

Os animais receberam injeções intraperitoneais (i.p.) de LPS de Escherichia coli sorotipo 

0111:B4 (Sigma Chemical Co.) na dose de 1 mg/cavidade e foram acompanhados diariamente (0-

144 h) para as análises de mortalidade.   

 

 3.4- Laparotomia seguida de ligadura e punção cecal (CLP) 

 Animais previamente anestesiados com ketamina (80 mg/kg, i.p.) e tiopental (40 mg/kg, 

i.p.) foram submetidos a laparotomia de aproximadamente 1 cm. Em seguida o ceco foi ligado 

logo abaixo da válvula íleo-cecal (sem impedir, portanto, o trânsito intestinal entre o íleo e o 

cólon) com fio de algodão 3-0 e  perfurado uma vez com uma agulha 18 G. A ligadura se deu de 

forma a ocluir completamente a luz do ceco, exceto nos experimentos com a estanho 

protoporfirina, onde o ceco foi ligado em apenas 50% do seu diâmetro, com o objetivo de reduzir 

a letalidade. O abdômen foi suturado em dois planos com fio de nylon 3-0 e os animais 

receberam 0,5 ml de solução salina por via subcutânea (s.c.) imediatamente após o fechamento da 

cavidade. O grupo controle negativo (sham) foi submetido a laparotomia sem ligadura ou 

perfuração do ceco. Para as análises de mortalidade, os animais foram monitorados diariamente 

(0-144 h). Para as demais análises, os animais foram sacrificados por inalação de CO2  após 6 ou 

24 horas .      
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3.5- Tratamentos 

A drogas cobalto protoporfirina (CoPP), estanho protoporfirina (SnPP) e biliverdina  

(Frontier Scientific) foram inicialmente diluídas em NaOH 0,1N e subseqüentemente em NaCL 

0,9% para as concentrações finais. O pH das soluções foi ajustado para 7,4 com HCl 1N. A 

CoPP, foi injetada i.p. (5 mg/kg) 24 horas antes da CLP ou da remoção do fígado, coração e 

pulmões. A SnPP foi injetada i.p. (25 mg/kg) imediatamente após a CLP. A biliverdina (35 

mg/kg) foi administrada: (1) i.p. ou s.c. 18 horas antes, imediatamente após e 24 horas após a 

CLP para análises de mortalidade; (2) i.p. 3 horas após a CLP para análises de mortalidade; (3) 

i.p. 18 horas antes e imediatamente após a CLP para coleta de sangue e lavado peritoneal e (4) i.p 

18 horas antes e 2 horas antes da injeção de LPS para análises de mortalidade. 

 

3.6- Coleta de lavado peritoneal, fígado, coração e pulmões 

Para obtenção do lavado peritoneal, os animais foram sacrificados por inalação de CO2 e 

em seguida a cavidade peritoneal foi aberta e lavada com 3 ml de salina (NaCl 0,9%). Para a 

análise posterior de citocinas, as amostras de lavado peritoneal foram centrifugadas a 2000 rpm 

por 10 minutos e o sobrenadante foi armazenado a -70 ºC. Para a coleta de órgãos, os animais 

foram sacrificados por inalação de CO2.  A veia porta, ventrículos cardíacos e artéria pulmonar 

foram canulados e perfundidos com aproximadamente 5 ml de salina para remoção do sangue do 

interior do fígado, coração e pulmões. Em seguida esses órgãos foram removidos e armazenados 

a -160 ºC. 

 

3.7- Contagem das células do lavado peritoneal 

A contagem total de leucócitos no lavado peritoneal foi feita através de microscopia 

óptica (aumento de 100x) em câmaras de Neubauer, após diluição (40x) das amostras em solução 

de Turk. Para a análise diferencial de leucócitos foram preparados citoesfregaços das amostras 

em citocentrífuga (450 rpm por 5 min). Em seguida as lâminas foram fixadas e coradas por 

imersão em solução de May-Grünwald por 3 minutos, 2 minutos em água e 15 minutos em 

solução de Giemsa. Utilizando-se a objetiva de imersão em óleo (aumento de 100x) de 

microscópio óptico foram contadas 100 células contínuas em cada lâmina. A quantificação de 

cada tipo celular foi calculada a partir da porcentagem encontrada em relação ao número total de 

células.   
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3.8- Dosagem de citocinas  

Um kit para a detecção simultânea das  citocinas murinas IL-1β, IL-4, IL-6, KC 

(keratinocyte-derived chemokine), IL-10, IL-12, IFN-γ, MCP-1, TNF-α) baseado em 

microesferas fluorescentes foi obtido e o ensaio realizado conforme as recomendações do 

fabricante (Bio-Rad). Inicialmente, os padrões apropriados para as citocinas e as amostras (50 

µl), diluídas em tampão de diluição, foram adicionadas aos poços de uma placa de 96 poços com 

filtro Multiscreen-BV (Milipore Corporation). As amostras foram incubadas com 50 µl da 

mistura de microesferas acopladas aos anticorpos específicos (2000 bilhas/poço) à temperatura 

ambiente por 30 min no escuro e com agitação (300 rpm). O filtro foi lavado três vezes com 100 

µl do tampão de lavagem. Os anticorpos de detecção (25 µl/poço) foram adicionados aos poços e 

posteriormente incubados à temperatura ambiente por 30 min no escuro e com agitação. O filtro 

foi novamente lavado três vezes com 100 µl do tampão de lavagem. A estreptavidina acoplada ao 

fluoróforo foi adicionada aos poços e a incubação à temperatura ambiente com agitação foi 

mantida por mais 10 min. Os marcadores não ligados foram filtrados através dos poços 

utilizando-se um sistema de filtragem a vácuo. Após a última lavagem, 125 µl do tampão de 

ensaio foram adicionados a cada placa. As amostras foram analisadas no sistema Bio-Plex (Bio-

Rad) conforme as instruções do fabricante. As análises dos dados foram efetuadas através do Bio-

Plex Manager software. 

 

3.9- Incubação de bactérias em solução de biliverdina 

Uma solução de bililiverdina na concentração de 3 mg/ml foi preparada como 

especificada no item 3.5. Em seguida adicionou-se à solução de biliverdina ou veículo (controle) 

Escherichia coli (ATCC25922), obtendo-se uma concentração de 104 bactérias/ml. As soluções 

com bactérias foram incubadas por 2 horas em estufa a 37 ºC. 

 

3.10- Determinação de unidades formadoras de colônias de bactérias (UFC) 

Amostras de lavado peritoneal ou de bactérias incubadas foram submetidas a diluições 

seriadas, aplicadas a placas de ágar e incubadas em estufa a 37 ºC. Após 24h, o número de UFC 

foi contado.  
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3.11- Western blotting para HO-1 

As amostras de  coração, fígado e pulmões foram rapidamente pulverizados em gral e 

pistilo submersos em nitrogênio liquido. Em seguida, 100 miligramas de cada tecido foram 

pesados em um tubo aonde foi adicionado 100 µL do tampão de homogenização (50 mM de Tris-

Cl pH 8,0; 150 mM de NaCl, 0,1% Triton X-100; 1% NP-40), e uma mistura de inibidores de 

protease (1µg/ml  aprotinina, 1µg/ml leupeptina, 5 mM PMSF- Phenyl-methyl-sulfonyl fluoride). 

Após a homogenização estas amostras foram centrifugadas a 14000 rpm em uma microcentrífuga 

refrigerada por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado, e em seguida as proteínas foram dosadas 

através do método de Lowry (Lowry, et al., 1951). Cinqüenta microgramas de proteína foram 

resolvidas em um gel de poliacrilamida desnaturante a 10% (SDS-PAGE- sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) e em seguida este gel foi eletrotransferido para uma 

membrana de nitrocelulose (190 mA, por 90 minutos) utilizando-se um sistema semi-seco 

(BioRad) na presença do tampão de transferência (25 mM Tris.Cl pH 8,3; 190 mM glicina; 20% 

metanol e 0,1 % SDS).  

Após a transferência a membrana foi bloqueada por uma hora na presença de uma solução 

5% de leite em pó desnatado e em seguida incubada com o anticorpo anti-HO-1 (Stressgene) na 

diluição de 1:1000 por 2 horas em temperatura ambiente com agitação. Após esta incubação, a 

membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos com um solução de PBS (phosphate buffered saline) 

na presença de Tween 0,1 %. Logo após, o anticorpo secundário (Pierce) acoplado à peroxidase 

foi adicionado (diluição 1:10000) em uma incubação de 40 minutos e em seguida retirado. A 

membrana foi então novamente lavada por 3 vezes com a solução de PBS-Tween descrita acima 

e revelada com um kit de ECL (enhanced chemoluminescence) de acordo com as intruções do 

fabricante (Pierce). 

 

3.12- Análises estatísticas 

Os dados de sobrevida foram comparados utilizando-se o teste log-rank. Para as demais 

análises foi utilizado o teste Mann-Whitney. Um valor de P< 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo.  
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4- RESULTADOS 

 

4.1 A modulação da HO-1 altera a mortalidade da sepse induzida por CLP 

Para investigamos o efeito da modulação da HO-1 sobre o prognóstico da sepse, 

utilizamos o modelo de ligadura e punção cecal (CLP), que induz sepse peritoneal 

polimicrobiana, e tratamento dos animais com a estanho protoporfirina (SnPP), um supressor da 

HO-1, ou a cobalto protoporfirina (CoPP), um indutor da HO-1. Registrou-se a mortalidade ao 

longo de 144 horas. As doses empregadas foram baseadas em um estudo prévio, onde a CoPP 

reduziu da mortalidade e a SnPP acentuou disfunção hepática em um modelo murino de 

endotoxemia (Sass, et al., 2004). Nos experimentos com a SnPP, a ligadura do ceco foi realizada 

em apenas 50% do seu diâmetro (em oposição à ligadura total realizada nos demais experimentos 

de CLP), com o objetivo de reduzir a mortalidade da CLP, permitindo que se evidenciasse um 

possível efeito deletério do tratamento na sobrevida dos animais.  

Nossos resultados demonstraram que a administração de SnPP (25 mg/kg, i.p.) 

imediatamente após a CLP aumentou a significativamente a mortalidade em aproximadamente 

36,4% com relação aos controles (Figura 4.1). Por outro lado, observamos uma redução 

significativa na mortalidade (em aproximadamente 20,8%) dos animais tratados com CoPP (5 

mg/kg, i.p.) 24 horas antes do CLP (Figura 4.2). Não houve aumento significativo desse efeito 

sobre a mortalidade ao utilizarmos uma dose cinco vezes maior de CoPP (25 mg/kg, i.p.) 24 

horas antes da CLP (dados não representados na figura). Para avaliarmos a efetividade do 

tratamento com a CoPP na indução da HO-1, verificamos a expressão da enzima em diversos 

órgãos 24 horas após a administração de CoPP. Pudemos documentar por western blotting um 

aumento bastante evidente na expressão de HO-1 no coração, pulmões e fígado de camundongos 

CoPP na dose de 5 mg/kg de CoPP utilizada para os experimentos de mortalidade. Esse aumento 

parece ter sido maior no fígado do que em outros órgãos (Figura 4.3). 
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Figura 4.1- Efeitos da inibição da HO-1 sobre a mortalidade induzida pela CLP. Camundongos 

foram injetados i.p. com SnPP (25 mg/kg) ou veículo imediatamente após a CLP. A taxa de 

sobrevida foi monitorada diariamente por 144 horas. Os grupos experimentais consistem de 20 

animais (CLP/SnPP e CLP/Veículo), 8 animais (Sham/Veículo) e 4 animais (SnPP/Veículo), 

representando a soma de 2 experimentos com resultados semelhantes. * P< 0,05 vs. CLP/Veículo 

(teste log-rank).  
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Figura 4.2- Efeitos da indução da HO-1 sobre a mortalidade induzida pela CLP. Camundongos 

foram injetados i.p. com CoPP (5 mg/kg) ou veículo 24 horas antes da CLP. A taxa de sobrevida 

foi monitorada diariamente por 144 horas. Os grupos experimentais consistem de 48 animais 

(CLP/CoPP e CLP/Veículo) e 20 animais (Sham/Veículo), representando a soma de 5 

experimentos com resultados semelhantes. * P< 0,05 vs. CLP/Veículo (teste log-rank). 
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Figura 4.3- Indução da HO-1 pela CoPP.  Camundongos (n= 3/grupo) foram injetados i.p. com 

CoPP (5 mg/kg) ou veículo e sacrificados após 24 horas, tendo seus pulmões, fígados e corações 

removidos. Em seguida homogenatos dos órgãos foram analisados por western blotting.  
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4.2 A biliverdina protege contra a endotoxemia letal  

A administração exógena de biliverdina pode, em diversas situações, reproduzir os efeitos 

observados após a indução da HO-1 (Otterbein, Soares, et al., 2003). Estudos prévios 

demonstraram que terapias empregando a biliverdina (como único agente ou em associação ao 

CO) podem apresentar efeitos benéficos em modelos de endotoxemia (Sarady-Andrews, et al., 

2005; Sass, et al., 2004). Baseando-se nesses dados, testamos em camundongos o efeito de um 

regime de tratamento com a biliverdina cujo efeito protetor foi previamente demonstrado em um 

modelo de endotoxemia letal em ratos (Sarady-Andrews, et al., 2005). Em nossos experimentos, 

a administração de LPS (1 mg/kg, i.p.) provocou 75% de mortalidade no grupo controle. Já no 

grupo tratado com biliverdina (35 mg, i.p.) 18 horas e novamente 2 horas antes da injeção de LPS 

apresentou apenas 15% de mortalidade ao longo de 144 horas (redução de 60% na mortalidade) 

(Figura 4.4).  

 

4.3 A biliverdina protege contra a sepse induzida por CLP  

Seguindo-se aos efeitos protetores observados no modelo de CLP após a indução da HO-1 

e no modelo de choque endotóxico pelo tratamento com a biliverdina, buscamos caracterizar o 

efeito da terapia com a biliverdina sobre a mortalidade induzida pela CLP. Comparada à 

endotoxemia, a CLP é um modelo de sepse mais complexo e clinicamente relevante, envolvendo 

a presença de um foco infeccioso (Buras, et al., 2005). A biliverdina (35 mg/kg) administrada i.p. 

18 horas antes, imediatamente após, e 24 horas após a CLP protegeu os animais, com uma 

redução significativa na mortalidade de aproximadamente 44,5% (Figura 4.5). Para verificarmos 

se o fenômeno observado seria dependente da administração da biliverdina diretamente sobre o 

sítio da injúria (como foi o caso da via i.p. no modelo de CLP), repetimos o mesmo protocolo 

experimental, modificando apenas a via de administração de i.p. para subcutânea (s.c.). Nesse 

caso, o tratamento com a biliverdina também se mostrou eficaz, provocando uma redução 

significativa de 35% na mortalidade (Figura 4.6). Como os experimentos anteriores envolveram o 

pré-tratamento dos animais, buscamos caracterizar o impacto da terapia com a biliverdina quando 

iniciada posteriormente à CLP.  Ao tratarmos os animais com uma única injeção de biliverdina 

(35 mg/kg, i.p.) 3 horas após a CLP, observamos uma redução na mortalidade de 

aproximadamente 26,7%. Apesar de apontar uma tendência a um efeito protetor, esse resultado 

não atingiu significância estatística (P= 0,0526) (Figura 4.7).  
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Figura 4.4- Efeito da biliverdina sobre a mortalidade induzida pela endotoxemia. Camundongos 

receberam injeções i.p. de biliverdina (35mg/kg) ou veículo 18 horas antes e novamente 2 horas 

antes do estímulo com LPS (1 mg/cav, i.p.). A taxa de sobrevida foi monitorada diariamente por 

144 horas. Os grupos experimentais consistem de 20 animais, representando a soma de 2 

experimentos com resultados semelhantes.** P< 0,01 vs. LPS/Veículo (teste log-rank).  
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Figura 4.5- Efeito da biliverdina sobre a mortalidade induzida pela CLP: 3 doses i.p. 

Camundongos receberam injeções i.p. de biliverdina (35 mg/kg) ou veículo 18 horas antes, 

imediatamente após e 24 horas após a CLP. A taxa de sobrevida foi monitorada diariamente por 

144 horas. Os grupos experimentais consistem de 18 animais (BV/CLP e CLP/Veículo) e 8 

animais (Sham/Veículo), representando a soma de 2 experimentos com resultados semelhantes. 

** P< 0,01 vs. CLP/Veículo (teste log-rank).   
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Figura 4.6- Efeito da biliverdina sobre a mortalidade induzida pela CLP: 3 doses s.c. 

Camundongos receberam injeções s.c. de biliverdina (35 mg/kg) ou veículo 18 horas antes, 

imediatamente após e 24 horas após a CLP. A taxa de sobrevida foi monitorada diariamente por 

144 horas. Os grupos experimentais consistem de 20 animais (BV/CLP e CLP/Veículo) e 8 

animais (Sham/Veículo), representando a soma de 2 experimentos com resultados semelhantes.* 

P< 0,05 vs. CLP/Veículo (teste log-rank).   
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Figura 4.7- Efeito da biliverdina sobre a mortalidade induzida pela CLP: pós-tratamento. 

Camundongos receberam injeções i.p. de biliverdina (35 mg/kg) ou veículo 3 horas após da CLP. 

A taxa de sobrevida foi monitorada diariamente por 144 horas. Os grupos experimentais 

consistem de 30 animais (CLP/CoPP e CLP/Veículo) e 12 animais (Sham/Veículo), 

representando a soma de 3 experimentos com resultados semelhantes.  P= 0.0526 (CLP/BV vs. 

CLP/Veículo) (teste log-rank). 
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4.4 A biliverdina reduz o acúmulo de leucócitos no peritônio após a CLP 

Nosso próximo passo foi verificar um potencial efeito modulador da inflamação pela 

biliverdina no modelo de sepse. A CLP provoca uma peritonite polimicrobiana, que cursa com 

influxo de leucócitos para a cavidade peritoneal. Assim, analisamos o acúmulo de leucócitos no 

lavado peritoneal após a CLP.  Os animais foram tratados com biliverdina (35 mg/kg, i.p.) 18 

horas antes e imediatamente após a CLP. O acúmulo de leucócitos foi determinado nos tempos de 

6 ou 24 horas após a CLP. Nossos resultados mostram que o grupo tratado com a biliverdina 

apresentou uma redução significativa na contagem de leucócitos totais, células mononucleares e 

neutrófilos do lavado peritoneal coletado 24 horas após a CLP. Dentre esses resultados, o efeito 

sobre o número de neutrófilos foi o mais evidente. No lavado peritoneal de 6 horas observamos 

uma redução do acúmulo de neutrófilos menos pronunciada, não atingindo significância 

estatística (P= 0,0878) (Figura 4.8). 

  

4.5 A biliverdina modula o acúmulo de mediadores inflamatórios no peritônio após a 

CLP 

Os mediadores inflamatórios influenciam o padrão de resposta à infecção e vem sendo 

implicados na fisiopatologia da sepse e como biomarcadores de progressão e gravidade da 

mesma. Analisamos os níveis dos mediadores pró-inflamatórios TNF-α, IL-6 e KC (quimiocina 

murina homóloga funcional da IL-8 humana), bem como da citocina antiinflamatória IL-10 no 

lavado peritoneal coletado 24 horas após a CLP. No grupo tratado com biliverdina 18 horas antes 

e imediatamente após a CLP, observamos uma redução significativa nos níveis de IL-6, KC e 

TNF-α. Os níveis de IL-10 encontravam-se não significativamente reduzidos neste grupo (Figura 

4.9).   
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Figura 4.8- Efeito do tratamento com a biliverdina sobre o acúmulo de leucócitos no lavado 

peritoneal após a CLP. Camundongos receberam injeções i.p. de biliverdina (35mg/kg) ou 

veículo 18 horas antes e imediatamente após a CLP. Passadas 6 ou 24 horas, obteve-se o lavado 

peritoneal e o número de leucócitos foi determinado.  O grupo controle é constituído de animais 

sham-operados que também receberam injeções i.p. do veículo nos mesmos intervalos. A figura 

representa a soma de dois experimentos com resultados semelhantes. Cada coluna representa a 

média + ou – EPM de 7-12 animais. *P< 0,05 e ** P< 0,01 vs. CLP/Veículo 24 h; # P<0,01 vs. 

Controle 24 h, + P< 0,05 e + + P< 0,01 vs. Controle 6 h (teste Mann-Whitney). 
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Figura 4.9- Efeito do tratamento com a biliverdina sobre o nível de citocinas no lavado 

peritoneal após a CLP. Camundongos receberam injeções i.p. de biliverdina (35mg/kg) ou 

veículo 18 horas antes e imediatamente após a CLP. Após 24 horas, obteve-se o lavado peritoneal 

e os níveis de TNF-α (A), IL-6 (B) KC (C) e IL-10 (D) foram determinados. O grupo controle é 

constituído de animais sham-operados que também receberam injeções i.p. do veículo nos 

mesmos intervalos. A figura representa a soma de dois experimentos com resultados semelhantes. 

Cada coluna representa a média + ou – EPM de 6-12 animais.* P< 0,05 vs. CLP/Veículo; + 

P<0,05 vs. Controle (teste Mann-Whitney).  
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4.6 A biliverdina aumenta a eliminação de bactérias no peritônio após a CLP 

Considerando o efeito protetor da biliverdina sobre a mortalidade dos animais sépticos e 

seus efeitos sobre o acúmulo de leucócitos e a secreção de citocinas, buscamos avaliar as 

conseqüências do tratamento com biliverdina sobre o controle da infecção no modelo de CLP. 

Para tanto, quantificamos unidades formadoras de colônia (UFC) em culturas do lavado 

peritoneal coletado 6 ou 24 horas após a CLP. Nos animais tratados com biliverdina (35 mg/kg) 

18 horas antes e imediatamente após a CLP, houve uma redução significativa no número de UFC 

do lavado peritoneal de 24 horas (Figura 4.10 B). Essa tendência também foi observada no lavado 

peritoneal de 6 horas, apesar de não ter atingido significância estatística (P= 0,111) (Figura 4.10 

A).    

 

4.7 A biliverdina não possui efeito direto sobre o crescimento bacteriano 

O resultado anterior indica uma melhor eliminação bacteriana no sítio da infecção após o 

tratamento com a biliverdina. Uma hipótese considerada foi a de que esse fenômeno poderia ser 

devido a um efeito direto da solução de biliverdina sobre o crescimento bacteriano, especialmente 

porque a via de administração do tratamento (i.p.) correspondia ao compartimento primariamente 

infectado. Para testar essa hipótese, adicionamos Escherichia coli a uma solução com 3 mg/ml de 

biliverdina, correspondente à concentração média da solução administrada na cavidade peritoneal 

dos animais nos experimentos in vivo. Após duas horas de incubação, alíquotas dessa solução 

foram plaqueadas em placas contendo TSA. Após 24 horas o número de UFC foi determinado. 

Observamos um número de UFC semelhante em relação ao controle, sugerindo que um efeito 

direto da biliverdina não foi a causa da maior eliminação bacteriana observada após a CLP 

(Figura 4.11).  
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Figura 4.10- Efeito do tratamento com a biliverdina sobre o número de UFC no lavado 

peritoneal após a CLP. Camundongos receberam injeções i.p. de biliverdina (35 mg/kg) ou 

veículo 18 horas antes e imediatamente após a CLP. Passadas 6 (A) ou 24 (B) horas, obteve-se o 

lavado peritoneal e o número de UFC foi determinado. Em (A) está representado o único 

experimento realizado. Em (B) está representado um experimento de dois realizados com 

resultados semelhantes. Cada coluna representa a média + ou – EPM de 5-6 animais.* P< 0,05 vs. 

CLP/Veículo (teste Mann-Whitney).  
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Figura 4.11- Efeito direto da biliverdina sobre o crescimento bacteriano. Bactérias 

(Escherichia coli) foram incubadas (104 bactérias/ml) em biliverdina (3 mg/ml) ou veículo por 2 

horas. Em seguida as soluções foram aplicadas a placas contendo TSA e incubadas a 37 ºC. Após  

24 horas, número de UFC foi determinado. Cada coluna representa a média  + ou – EPM de 5 

amostras. 
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5- DISCUSSÃO 

A sepse representa um grande desafio para sistemas de saúde em todo mundo, por sua 

elevada incidência, letalidade e custos. A terapia clínica da sepse está dirigida principalmente 

para a erradicação do agente causal (foco infeccioso) e para a correção dos distúrbios nas 

variáveis fisiológicas resultantes do desenvolvimento de disfunções orgânicas. A instituição 

precoce de antibioticoterapia, drenagem cirúrgica em casos selecionados, suporte hemodinâmico 

e respiratório constituem os fundamentos do tratamento dos pacientes internados em unidades de 

terapia intensiva (Dellinger, et al., 2004). Essa abordagem, portanto, não se baseia em 

intervenções dirigidas especificamente aos processos fisiopatológicos subjacentes responsáveis 

pela progressão da doença. 

O paradigma atual coloca a causa fundamental das disfunções orgânicas, responsáveis 

pelas mortes relacionadas à sepse, em um desequilíbrio imunológico do hospedeiro que gera uma 

cascata de eventos bioquímicos, deteriorando a função fisiológica de diversos sistemas vitais 

(Marshall, 2001). Conseqüentemente, o estudo da fisiopatologia da sepse, buscando-se alvos 

terapêuticos capazes de deter ou reverter essa cascata de eventos apresenta um grande potencial 

de impacto positivo no prognóstico da sepse. Até o momento, uma única droga resultante dessa 

abordagem foi aprovada para o uso clínico, a proteína C ativada recombinante (Bernard, et al., 

2001).  

É nesse contexto que se insere o presente estudo, no qual buscamos estudar o potencial 

terapêutico da HO-1, e mais especificamente de um dos seus produtos, a biliverdina, na sepse.  

Recentemente, alguns estudos publicados começaram a abordar essa questão utilizando, 

em quase sua totalidade, modelos de endotoxemia letal (Overhaus, et al., 2006; Sarady-Andrews, 

et al., 2005; Sarady, et al., 2004; Sass, et al., 2004). Tecnicamente simples e reprodutíveis, os 

modelos de endotoxemia são ferramentas úteis para o estudo de algumas vias efetoras da 

inflamação e dos danos provocados no hospedeiro pela sua ativação excessiva, como ocorre na 

SIRS (Buras, et al., 2005). O fato de empregar apenas um dos vários ligantes de PRR descritos, 

no entanto, constitui uma das limitações desses modelos, já que a interação com microorganismos 

completos leva à ativação de conjuntos complexos de receptores que interagem entre si, 

modulando as respostas imunológicas (Trinchieri and Sher, 2007). Além disso, aspectos 

fundamentais como o impacto da virulência dos patógenos na evolução da doença e a capacidade 

do organismo de combater efetivamente a infecção frente a intervenções imunomodulatórias não 
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são abordados por esses modelos, o que limita a aplicabilidade dos resultados obtidos na sepse 

clínica (Marshall and Creery, 1998). 

Neste estudo, utilizamos primariamente o modelo de CLP para indução de sepse 

experimental em camundongos. Esse modelo combina a presença de um foco infeccioso 

polimicrobiano (que inclui o amplo espectro de microorganismos presentes nas fezes) com a 

presença de tecido necrótico, características que se aproximam das observadas nas peritonites por 

apendicite ou diverticulite perfuradas em humanos. Dentre os modelos de sepse, a CLP é o que 

reproduz de forma mais fidedigna a sucessão de alterações hemodinâmicas, metabólicas e 

imunológicas observadas na sepse clínica. A presença de microorganismos viáveis permite a 

avaliação dos efeitos de intervenções sobre a resposta inflamatória e o controle da infecção 

simultaneamente (Buras, et al., 2005; Hubbard, et al., 2005). As infecções intra-abdominais são 

uma causa relevante de morbidade em UTI, particularmente nas unidades com uma alta 

proporção de pacientes em pós-operatório de emergência e politraumatizados. Nessa população, o 

desenvolvimento de sepse grave aumenta em 13 vezes o risco de morte, e a mortalidade 

ultrapassa os 50% nos casos recorrentes ou provocados por complicações cirúrgicas (Anaya and 

Nathens, 2003; Marshall and Innes, 2003). As características citadas fazem com que muitos 

autores considerem a CLP como o modelo experimental de sepse com maior relevância clínica, o 

que influenciou a nossa preferência por utilizá-lo em nossos experimentos.  

Inicialmente, buscamos caracterizar o efeito da modulação da HO-1 sobre a mortalidade 

após a CLP. Para isto, tratamos os animais com SnPP ou CoPP, análogos sintéticos do heme, cuja 

diferença estrutural está na substituição do átomo central de ferro por estanho ou cobalto, 

respectivamente. Ao contrário do heme, essas moléculas não podem der degradadas pela HO por 

não ligarem oxigênio molecular. A SnPP atua como um inibidor competitivo da HO, provocando 

rapidamente uma diminuição do catabolismo do heme, que é reversível após um período de 6 a 

12 horas. Já o efeito predominante in vivo da CoPP é uma intensa e sustentada indução da HO-1, 

com pico em torno de 24 horas e que pode se prolongar por semanas após a administração de 

uma única dose (Kappas and Drummond, 1986; Shan, et al., 2000).  

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com a SnPP torna os animais mais 

suscetíveis ao CLP, aumentando a mortalidade, enquanto que o tratamento com a CoPP resulta 

no efeito inverso (apesar de mais discreto), protegendo os animais. Uma abordagem semelhante 

já fora utilizada por Sass e cols., em um modelo de injúria inflamatória hepática (d-

galactosamina/LPS), demonstrando-se proteção hepática e redução da mortalidade pelo 

tratamento com CoPP e agravamento da lesão hepática após o tratamento com a SnPP (Sass, et 
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al., 2004). Downard e cols., utilizando o modelo de CLP também observaram um aumento de 

marcadores de lesão hepática após o tratamento com a zinco protoporfirina, um inibidor da HO 

(Downard, et al., 1997). Para documentarmos a extensão e eficácia do tratamento com a CoPP 

nos animais, medimos a expressão da HO-1 em órgãos distintos após 24 horas, que foi o intervalo 

estabelecido entre a administração da droga e a CLP. Os três órgãos avaliados apresentaram um 

aumento na HO-1, sendo esse efeito claramente mais intenso no fígado. Levando-se em conta a 

relevância fisiológica do fígado para o para o catabolismo do heme e à luz dos resultados 

mencionados, é interessante a sugestão de que esse órgão pode ser um mediador importante dos 

efeitos observados em estratégias de modulação sistêmica da HO-1.  

Apesar dos efeitos protetores observados neste e em outros estudos após o tratamento com 

a CoPP, sua aplicabilidade como agente terapêutico em humanos é limitada por importantes 

paraefeitos, que incluem alterações endócrinas (queda dos níveis séricos de testosterona e 

hormônios tireoidianos) e uma acentuada inibição de biotransformações dependentes do 

citocromo P-450 (Kappas and Drummond, 1986).   

Nesse sentido, os produtos da HO, em particular a biliverdina, nos parecem candidatos 

mais atraentes para o uso clínico. Já se demonstrou em diversas situações experimentais que a 

administração de biliverdina, bilirrubina ou CO, isoladamente ou em associação, é capaz de 

substituir os efeitos da indução da HO-1 (Otterbein, Soares, et al., 2003). As drogas disponíveis 

dirigidas para a elevação dos níveis da HO-1 são tóxicas, como a CoPP, ou envolvem sistemas 

complexos, como peptídeos transativadores trancricionais (TAT) (Ribeiro, et al., 2003). Os 

sistemas de administração de CO disponíveis também apresentam aplicabilidade limitada: a via 

inalatória requer mensuração e titulação cuidadosas para que não sejam atingidas concentrações 

tóxicas; outras vias de administração requerem drogas ainda em fase experimental como as CO-

RMs (do inglês CO-releasing molecules – moléculas liberadoras de CO) (Motterlini, et al., 

2005). Já a biliverdina e a bilirrubina são moléculas endógenas que podem, em princípio, ser 

administradas sem alterações. O potencial tóxico dessas substâncias, principalmente em adultos, 

parece ser menor que o do CO. A bilirrubina é normalmente conjugada ao ácido glicurônico nos 

hepatócitos, gerando um produto hidrossolúvel e atóxico que é excretado na bile e, quando em 

excesso, na urina (Dennery, et al., 2001). Mesmo elevações crônicas de bilirrubina não-

conjugada de 2 a 3 vezes os níveis séricos normais (como ocorre na Síndrome de Gilbert, por um 

déficit na glicorunização da bilirrubina) são consideradas inofensivas (Lucas, et al., 1997). Uma 

vantagem potencial da utilização da biliverdina sobre a bilirrubina é tirar proveito da via 

endógena de produção da bilirrubina pela BVR. 



 38 

Pelos motivos descritos acima, optamos por concentrar os experimentos seguintes na 

terapia com a biliverdina. O regime terapêutico utilizado baseou-se no estudo de Sarady-Andrews 

e cols., onde demonstrou-se em um modelo de endotoxemia letal redução na mortalidade em 

ratos pré-tratados com biliverdina (Sarady-Andrews, et al., 2005). Primeiramente utilizamos um 

modelo de endotoxemia com o objetivo de testar a reprodutibilidade desse efeito nos 

camundongos utilizados em nosso estudo. O resultado observado foi semelhante ao previamente 

descrito, com uma acentuada proteção observada no grupo tratado com a biliverdina.  

Em seguida, passamos para estudos de mortalidade empregando o modelo de CLP. 

Utilizando um protocolo de três doses, que incluiu pré e pós-tratamento, administradas por via 

intraperitoneal, observamos uma redução na mortalidade dos animais tratados. Como a via 

intraperitoneal envolvia a injeção da droga diretamente sobre o sítio da infeção, administramos 

alternativamente o mesmo regime terapêutico por via subcutânea, obtendo resultados similares. 

Testamos ainda um terceiro protocolo com o objetivo de simular uma situação de maior 

relevância clínica, constituído de uma única dose administrada três horas após a CLP, excluindo, 

portanto, o pré-tratamento. O efeito observado foi uma tendência à redução da mortalidade, 

próxima ao nível de significância estatística. Desconhecemos estudos publicados até o momento 

que tenham demonstrado esse efeito protetor da biliverdina ou da indução da HO-1 no modelo de 

CLP. Esses resultados demonstram que o efeito protetor da biliverdina na sepse, sugerido pelos 

modelos de endotoxemia, se mantém em um modelo mais complexo e clinicamente relevante, 

que envolve um foco infeccioso. Além disso, esse efeito não depende da administração da 

biliverdina diretamente sobre o compartimento infectado, e possivelmente também ocorre mesmo 

quando o tratamento se inicia após a indução da sepse. 

 Para buscar os possíveis mecanismos responsáveis pela proteção observada, estudamos 

as características da resposta inflamatória no sítio da infecção, através da análise do lavado 

peritoneal dos animais. Como esperado após um estímulo infeccioso, o lavado peritoneal dos 

animais submetidos à CLP apresentou um número aumentado de leucócitos, refletindo 

principalmente um intenso recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal. Tem-se 

atribuído um papel dúbio aos neutrófilos na patogênese da sepse, pois ao mesmo tempo em que 

representam um elemento-chave no combate à infecção, sua ativação excessiva pode provocar 

danos significativos aos tecidos do hospedeiro, sendo causa de morbidade (Marshall, 2005).  

Nossos resultados demonstraram no lavado peritoneal colhido 24 horas após a CLP uma redução 

significativa no número de células mononucleares e neutrófilos no grupo tratado com a 

biliverdina. Esse efeito foi particularmente intenso sobre o número de neutrófilos e já se 
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manifesta mais discretamente como uma tendência, apesar de não significativa estatisticamente, 

no lavado peritoneal de 6 horas. A redução do acúmulo de neutrófilos após o tratamento com a 

biliverdina é uma característica freqüentemente relatada nos estudos que testaram a biliverdina 

em modelos de inflamação. Sarady-Andrews e cols., no estudo já mencionado anteriormente, 

observaram uma redução no número de neutrófilos no lavado broncoalveolar em animais 

submetidos à endotoxemia ou CLP após o tratamento com a biliverdina (Sarady-Andrews, et al., 

2005). De forma correlata, Ovehaus e cols. demonstraram uma redução na infiltração neutrofílica 

em cortes histológicos do intestino de ratos tratados com biliverdina e submetidos à CLP 

(Overhaus, et al., 2006).  

O recrutamento dos neutrófilos da corrente sanguínea para o sítio da infecção depende da 

ligação entre moléculas de adesão presentes nas superfícies do endotélio vascular e dos 

neutrófilos, cuja expressão é estimulada pelo processo inflamatório. A partir dessa ligação, os 

neutrófilos circulantes inicialmente rolam pela superfície endotelial até fixarem-se firmemente a 

esta, ao que se segue a transmigração através do endotélio para os tecidos subjacentes. Alguns 

estudos já estudaram o papel da biliverdina especificamente sobre esses processos. Hayashi e 

cols. estudaram o efeito da HO-1 sobre a interação entre leucócitos e o endotélio vascular in vivo. 

Nesse estudo, a indução da HO-1 reduziu a adesão de leucócitos ao endotélio após estímulos pró-

oxidantes, e a administração de biliverdina, mas não de CO, reproduziu esses efeitos (Hayashi, et 

al., 1999). Freitas e cols. obtiveram resultados semelhantes ao estudar o rolamento, adesão e 

migração de neutrófilos em um modelo de inflamação peritoneal induzida por carragenina. A 

indução de HO-1 ou tratamento com a biliverdina ou CO inibiram esses processos (Freitas, et al., 

2006).  

Esses fenômenos podem ter determinado a redução no acúmulo de neutrófilos observada 

no presente estudo como uma tendência na fase mais precoce (6 horas) e de forma intensa em 24 

horas, apesar de não estar claro se esse é um efeito direto da biliverdina ou um reflexo da 

resolução do processo inflamatório.  

Normalmente, os neutrófilos circulantes tem uma meia vida de 6 a 10 horas, sofrendo 

apoptose após esse período (Marshall, 2005). Essa sobrevida pode ser prolongada na presença de 

mediadores inflamatórios, o que já foi demonstrado na sepse (Matute-Bello, et al., 1997). É 

interessante especular se o tratamento com a biliverdina poderia estar influenciando esse 

processo.  

Além da celularidade, determinamos também os níveis de TNF-α, IL-6, KC e IL-10 no 

lavado peritoneal dos animais coletado 24 horas após a CLP.  O TNF-α é um mediador central 
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para o estabelecimento da resposta inflamatória. Essa citocina é produzida principalmente por 

macrófagos, mas também por outros leucócitos e células endoteliais. Estímulos inflamatórios (em 

particular o LPS) provocam uma rápida liberação de TNF-α, que por sua vez induz uma série de 

eventos como o aumento da expressão de moléculas de adesão no endotélio e a produção de 

quimiocinas, resultando na migração de leucócitos para o sítio da infecção. Os efeitos sistêmicos 

mediados por essa citocina incluem a indução da produção de proteínas de fase aguda e febre. A 

administração de altas doses de TNF-α provoca alterações hemodinâmicas semelhantes às 

observadas no choque séptico, o que fez com que essa citocina fosse implicada na fisiopatologia 

da sepse (Cohen, 2002; Wajant, et al., 2003). Observamos em nossos resultados uma redução 

significativa nos níveis de TNF-α no lavado peritoneal do grupo tratado com a biliverdina, o que 

demonstra uma redução na sinalização pró-inflamatória.   

De forma condizente com esse resultado, observamos nos animais tratados com a 

biliverdina uma diminuição significativa nos dos níveis da quimiocina KC, caracterizada um 

análogo funcional murino da IL-8 humana (Bozic, et al., 1994). A IL-8 (ou CXCL8) é uma 

quimiocina com um importante papel na regulação da resposta inflamatória aguda. Sua produção 

pode ser observada em uma ampla variedade de células, dentre as quais os macrófagos e 

monócitos representam a principal fonte. A secreção de IL-8 é induzida por estímulos que 

incluem citocinas, como o TNF e IL-1 ou bactérias e seus produtos. A elevação da concentração 

dessa quimiocina no sítio da infecção resulta em um gradiente quimiotático que é determinante 

para o recrutamento e ativação de neutrófilos (Remick and Ward, 2005). Portanto, os níveis 

reduzidos de IL-8 podem ter sido um dos fatores responsáveis pelo menor acúmulo de neutrófilos 

no lavado peritoneal após o tratamento com a biliverdina.   

Outra citocina que se apresentou em níveis significativamente reduzidos foi a IL-6, que 

vem sendo caracterizada como um importante biomarcador na sepse. Essa citocina é produzida 

predominantemente por células do sistema imune em resposta à estímulos que incluem o TNF-α e 

IL-1. No entanto, a IL-6 possuí uma cinética diferente, permanecendo detectável por períodos 

mais prolongados do que essas citocinas. Essas características tornam a IL-6 um marcador útil da 

atividade pró-inflamatória (Song and Kellum, 2005).  Sua relevância na sepse já foi demonstrada 

tanto em modelos animais como em estudos clínicos que correlacionaram a elevação nos níveis 

plasmáticos de IL-6 a um pior prognóstico (Patel, et al., 1994; Remick, et al., 2002). O seu papel 

na fisiopatologia da sepse, entretanto, permanece ainda indeterminado. No presente estudo, a 

redução de IL-6 acompanhou a de mediadores pró-inflamatórios e correlacionou-se ao o grupo 
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que apresentou uma menor mortalidade, concordando com as características que vem sendo 

atribuídas a essa citocina na literatura.  

Ao contrário dos demais mediadores aferidos, a IL-10 é uma citocina caracteristicamente 

antiinflamatória. A IL-10 é produzida por linfócitos T (Th2 ou CD8+), linfócitos B, neutrófilos, 

monócitos/macrófagos, e células epiteliais.  O TNF-α e o LPS são potentes estímulos para sua 

secreção.  A ligação da IL-10 ao seu receptor celular ativa vias de sinalização que culminam na 

inibição da translocação nuclear de NFκ-B. O principal efeito resultante é a diminuição da síntese 

de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, TNF-α, IL-6 e  IL-8, dentre outras (Scumpia and 

Moldawer, 2005). A produção endógena de IL-10 é um mecanismo contra-regulatório da 

inflamação cujo efeito na sepse pode ser variável. Pacientes sépticos apresentam uma correlação 

positiva entre os níveis séricos de IL-10 e de TNF-α (Marchant, et al., 1995). Animais 

geneticamente deficientes de IL-10 apresentam uma resposta inflamatória exacerbada após a 

indução de endotoxemia (Berg, et al., 1995). Por outro lado, a IL-10 é um mediador 

potencialmente envolvido na imunoparalisia que pode se estabelecer ao longo evolução da sepse 

(Oberholzer, et al., 2002). Nossos resultados demonstraram uma redução, não significativa 

estatisticamente, nos níveis de IL-10 do lavado peritoneal do grupo tratado com a biliverdina. 

Esse dado sugere que a diminuição dos mediadores pró-inflamatórios não foi mediada pela IL-10. 

Alternativamente, poderia ter havido um aumento de IL-10 em um momento mais precoce, que 

não se encontrava mais presente nas 24 horas após a CLP, quando foi coletado o lavado 

peritoneal.  

Ovehaus e cols. observaram uma diminuição nos níveis de IL-6 e um aumento na 

expressão de IL-10 no tecido intestinal de animais tratados com a biliverdina, coletado 3 horas 

após a CLP (Overhaus, et al., 2006). De forma semelhante, Sarady-Andrews e cols. detectaram 

níveis reduzidos de IL-6 no plasma e tecido pulmonar e aumentados de IL-10 no plasma de 

animais tratados com a biliverdina, coletados 8 horas após a indução de endotoxemia (Sarady-

Andrews, et al., 2005). Possíveis motivos para a discordância parcial entre esses resultados e do 

presente estudo são as diferenças entre os materiais analisados, os intervalos de coleta e os 

modelos de sepse empregados. Podem existir diferenças consideráveis no padrão de secreção de 

citocinas entre modelos de endotoxemia e CLP, e mesmo entre modelos de CLP com diferentes 

intensidades do insulto inicial (Ebong, et al., 1999; Remick and Ward, 2005). Alem disso, o 

padrão de sinalização da imunidade inata pode variar entre diferentes órgãos e tecidos (Raz, 
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2007).  No entanto, em ambos os estudos mencionados, o efeito resultante foi uma redução dos 

parâmetros inflamatórios analisados, o que se alinha com os nossos resultados.  

O sucesso de terapias em modelos de sepse que empregam microorganismos viáveis, 

como a CLP, depende da capacidade de minimizarem-se os danos inflamatórios ao hospedeiro 

sem que se comprometa significativamente o controle da infecção (Esmon, 2004). Assim, 

seguindo-se à análise dos parâmetros inflamatórios, buscamos caracterizar os efeitos da terapia 

com a biliverdina sobre a eliminação bacteriana na cavidade peritoneal. Para tal, determinamos o 

número de UFC em culturas do lavado peritoneal coletado 6 e 24 horas após a CLP. Os animais 

tratados com a biliverdina apresentaram uma redução significativa no número de UFC das 

culturas do lavado peritoneal de 24 horas, o que já se manifestava como uma tendência, não 

significativa estatisticamente, no material de 6 horas. Esses resultados sugerem que o tratamento 

com a biliverdina resultou em uma eliminação bacteriana mais eficiente no sítio da infecção. 

Desconhecemos, até o momento, publicações que tenham abordado o papel da biliverdina ou 

quaisquer outras intervenções baseadas na HO-1 sobre o controle da infecção.  

Uma suposição inicial foi a de que a solução injetada poderia estar provocando um efeito 

bactericida ou bacteriostático direto, particularmente porque o protocolo empregado em nossos 

experimentos envolvia a administração da biliverdina diretamente sobre o compartimento 

infectado. Essa hipótese foi testada através da incubação de E. coli em uma solução de biliverdina 

equivalente à administrada aos animais. Verificarmos números semelhantes de UFC nas culturas 

das soluções de biliverdina e controle. Esse resultado sugere que a biliverdina influenciou a 

eliminação bacteriana na cavidade peritoneal de forma indireta.  

O conjunto de resultados apresentado sugere um papel benéfico da indução da HO-1 e do 

tratamento com a biliverdina na sepse. Pela primeira vez, demonstrou-se que terapias baseadas na 

HO-1 podem alterar a sobrevida de animais em um modelo que emprega um foco infeccioso. 

Esse efeito protetor parece estar acompanhado de uma resolução da inflamação e de uma 

eliminação bacteriana mais efetivos no sítio da infecção.  Apesar de representar um avanço nas 

questões abordadas, acrescentado dados novos aos previamente descritos na literatura, o presente 

estudo possui limitações que merecem ser destacadas.  

Alguns aspectos precisam ser explorados para permitir uma melhor inferência dos 

resultados a situações clínicas. O modelo de CLP utilizado empregou minimamente terapias 

adjuvantes, e seria interessante testar se a terapia com a biliverdina poderia resultar em um efeito 

protetor adicional ao observado pela administração de antibióticos. Além disso, na maioria dos 

experimentos os protocolos terapêuticos envolveram o tratamento dos animais previamente à 
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indução da sepse. Os experimentos de mortalidade em que o início do tratamento com a 

biliverdina se deu após a CLP envolveram a administração de apenas uma dose da droga e os 

resultados, apesar de demonstrarem uma tendência à redução da mortalidade, não foram 

estatisticamente significativos. Nesse sentido, seria necessária uma melhor caracterização da 

efetividade da terapia com a biliverdina após o estabelecimento da sepse. Observamos 

consistentemente em três experimentos consecutivos (n= 10 animais/grupo), uma menor 

mortalidade no grupo do pós-tratamento com a biliverdina, e a manutenção desse efeito em 

experimentos subseqüentes configuraria a significância estatística dos resultados. Pretendemos 

também empregar regimes de pós-tratamento com múltiplas doses, com o objetivo de verificar 

um possível impacto adicional sobre a redução da mortalidade. 

Com relação às alterações observadas na resposta inflamatória, os níveis de citocinas no 

lavado peritoneal foram determinados 24 horas após a CLP, quando o efeito sobre o acúmulo de 

leucócitos já havia se estabelecido. Julgamos, portanto, necessária a obtenção de resultados em 

um momento mais precoce (como 6 horas) para uma melhor compreensão do fenômeno. Outro 

ponto importante é que os resultados deste estudo estão dirigidos ao sítio da infecção, e seria 

interessante estudar parâmetros de inflamação sistêmica (como os níveis de citocinas e proteínas 

de fase aguda no plasma) bem como marcadores de disfunção orgânica e hipoperfusão tecidual 

(como transaminases, creatinina e lactato séricos). Finalmente, é difícil determinar se as 

alterações nos parâmetros inflamatórios observadas no modelo de CLP se deram de forma 

independente ou foram secundárias ao melhor controle da infecção.  

Os mecanismos responsáveis pela maior eliminação bacteriana observada nos animais 

tratados com a biliverdina permanecem incertos. Esse fenômeno já se manifestava como uma 

tendência 6 horas após a CLP, e nesse tempo o recrutamento de neutrófilos ainda não se 

apresentava comprometido de forma importante no grupo tratado com a biliverdina. Um efeito 

bactericida direto da solução de biliverdina nos parece improvável, pelos resultados observados 

no experimento de incubação com bactérias. A E. coli é uma bactéria prevalente nas fezes e, 

portanto, relevante para o modelo. No entanto, a microbiota fecal é constituída por um grande 

número de microorganismos, e não podemos descartar um possível efeito da biliverdina sobre 

outras espécies de bactérias. Além disso, como a biliverdina é rapidamente convertida à 

bilirrubina, torna-se necessário verificar adicionalmente um possível efeito dessa substância sobre 

o crescimento bacteriano. 

Pouco se sabe a respeito das vias que medeiam os efeitos da biliverdina. A bilirrubina é 

um antioxidante, e um ciclo redox envolvendo a bilirrubina, biliverdina e BVR poderia 
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potencializar esse efeito (Baranano, et al., 2002; Stocker, et al., 1987). Portanto, a redução do 

estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos através dos quais a biliverdina atua.  Além da sua 

função de redutase, a BVR vem sendo caracterizada como um fator de transcrição e uma quinase, 

estando envolvida na modulação de processos celulares (Maines, 2005).  É interessante especular 

que a interação da biliverdina com a BVR poderia deflagrar esses mecanismos de ação da 

enzima.  
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6- CONCLUSÃO 
 

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que terapias baseadas na HO-1 podem 

ter efeitos benéficos na sepse. A indução farmacológica da HO-1 resultou na diminuição da 

mortalidade em um modelo experimental de sepse, enquanto que o tratamento com um inibidor 

desta enzima provocou o efeito inverso, reduzindo a sobrevida. A administração exógena da 

biliverdina, um produto da HO-1, também foi capaz de proteger animais submetidos a modelos 

de sepse experimental. Em um desses modelos, a CLP, o tratamento com a biliverdina resultou na 

redução de parâmetros inflamatórios acompanhada de uma eliminação bacteriana mais eficaz no 

sítio da infecção.  

Com a evolução das pesquisas envolvendo a via de degradação do heme, novos conceitos 

emergem a respeito dos efeitos fisiológicos da HO-1 e seus produtos, bem como seu potencial 

terapêutico em uma ampla variedade de processos patológicos. Nesse contexto, os resultados 

deste estudo reforçam a sepse como um foco de interesse a ser explorado por estudos 

subseqüentes. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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