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RESUMO

ROSSIN, P. R. Efeito da ketamina sobre a hipotensédo induzida pelo
choque endotoxémico: participacdo do 6xido nitrico e vasopressina. 2013. 76f.
Dissertacao (Mestrado) — Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo, 2013.

A fisiopatologia do choque séptico caracteriza-se por uma producdo excessiva de
mediadores inflamatorios, dentre eles o 6xido nitrico (NO), conduzindo a uma
hipotenséo prolongada associada a um aumento inicial de vasopressina (AVP) e
uma diminuicdo na fase tardia. A ketamina € um anestésico com propriedades
cardioestimulatérias e anti-inflamatorias. O presente trabalho testou a hipétese de
que a ketamina, através de suas propriedades anti-inflamatérias no choque séptico,
teria uma acao inibitéria sobre a sintese do Oxido nitrico, favorecendo a liberagdo de
AVP e preservando a funcéo cardiovascular. O choque endotoxémico foi induzido
através de uma injecao i.v. de 1,5 mg/kg de lipopolissacarideo (LPS) em ratos Wistar
adultos machos. Apés a injecao de LPS, um grupo de animais foi tratado com
ketamina (10 mg/kg) e o grupo controle recebeu salina. A administracdo de LPS
produziu uma queda significativa da pressdo arterial média (PAM) (p<0,01)
associada a um aumento da freqiéncia cardiaca (FC) (p<0,01). Essas alteragbes
foram acompanhadas por uma elevacao significativa nas concentracfées plasmaticas
de AVP apés duas horas (p<0,01), seguida de queda nas préximas horas, e por uma
elevacdo nas concentracdes de NO plasmatico (p<0,01). Quando o LPS foi
combinado a administracdo i.v. de ketamina, observou-se uma atenuacdo da
hipotenséo (p<0,01) e uma potencializagao na liberagédo de AVP (p<0,01) pelo LPS.
No entanto, a producdo de NO apds a adminstracdo da ketamina ndo mostrou
diferenca em relagédo ao LPS, indicando néo ser esta a via utilizada pela ketamina.
Para verificar o papel da ativacdo simpéatica na preservacdo da funcéo
cardiovascular pela ketamina no choque endotoxémico, utilizou-se um inibidor
simpatico central, a moxonidina (MOXQO). O pré-tratamento i.v. com MOXO (50 ug
/Kg) atenuou significativamente o aumento da FC produzido pela ketamina (p < 0,05)
apenas na segunda e quarta horas, porém com ac¢do nao significativa sobre a PAM.
Estes dados sugerem um efeito cardioestimulatério da ketamina no choque séptico



principalmente por uma potencializagéo na liberagcdo da AVP e esta parece ndo se
dar pela via do NO.

Palavras-chave: Choque séptico. Vasopressina. Oxido nitrico. Ketamina.

Moxonidina.



ABSTRACT

ROSSIN, P. R. Effect of ketamine on the hypotension induced endotoxemic
shock: role of nitric oxide and vasopressin. In 2013. 76p. Dissertation (MSc) -

Nursing School of Ribeirdo Preto, University of Sao Paulo, in 2013.

The pathophysiology of septic shock is characterized by excessive production of
inflammatory mediators, including nitric oxide (NO), leading to a prolonged
hypotension associated with an initial increase of vasopressin (AVP) and a late
phase decrease. Ketamine is an anesthetic with cardiostimulatory and anti-
inflammatory properties. The present study tested the hypothesis that ketamine,
through its anti-inflammatory properties in septic shock, have an inhibitory effect on
the synthesis of nitric oxide, promoting the release of AVP and preserving
cardiovascular function. Endotoxemic shock was induced by an iv injection of 1.5 mg
/ kg lipopolysaccharide (LPS) in adult male Wistar rats. After LPS injection, a group of
animals was treated with ketamine (10 mg / kg) and the control group received
saline. The LPS administration produced a significant decrease in mean arterial
pressure (MAP) (p <0.01) associated with an increase in heart rate (HR) (p <0,01).
These changes were accompanied by significant increases in plasma AVP after two
hours (p <0.01), followed by fall in the coming hours, and plasma NO increasing (p
<0.01). When LPS was combined with iv ketamine administration, there was an
attenuation of hypotension (p <0.01) and an enhancement in the release of AVP (p
<0.01) by LPS. However, the production of NO after ketamine adminstration showed
no difference compared to LPS, indicating this is not the route used by ketamine. To
verify the role of sympathetic activation in ketamine’s preservation of cardiovascular
function in endotoxemic shock, used a central sympathetic inhibitor, moxonidine
(moxo). Pretreatment with moxo iv (50 pg / kg) significantly attenuated the increase
in HR produced by ketamine (p <0.05) only in the second and fourth hour, but with no
significant action on the MAP. These data suggest that the cardiostimulatory effect of
ketamine in septic shock primarily occurs by potentiation of AVP release, and this

does not seem to give the NO pathway.

Keywords: Septic shock. Vasopressin. Nitric oxide. Ketamine. Moxonidine.



RESUMEN

ROSSIN, P. R. Efecto de la ketamina en la hipotensién inducida por choque
endotoxémico: papel del 6xido nitrico y la vasopresina. En 2013. 76f. Tesis
(Maestria) - Escuela de Enfermeria de Ribeirdo Preto de la Universidad de Sao
Paulo, en 2013.

La fisiopatologia del choque séptico se caracteriza por la produccion excesiva de
mediadores inflamatorios, incluyendo el 6xido nitrico (NO), que conducen a una
hipotensién prolongada asociada con un aumento inicial de la vasopresina (AVP) y
una disminucion en la fase tardia. La ketamina es un anestésico con propiedades
cardioestimulante y propiedades anti-inflamatorias. El presente estudio prueba la
hipétesis de que la ketamina, a través de sus propiedades anti-inflamatorias en el
choque séptico, tiene un efecto inhibidor sobre la sintesis de o6xido nitrico, la
promocion de la liberacion de AVP y la preservacion de la funcion cardiovascular. El
choque endotoxémico fue inducido por una inyeccion iv de 1,5 mg / kg de
lipopolisacéarido (LPS) en ratas Wistar macho adultas. Después de la inyeccion de
LPS, un grupo de animales fue tratado con ketamina (10 mg / kg) y el grupo de
control recibié solucion salina. La administracion de LPS produjo una disminucion
significativa en la presion arterial media (PAM) (p <0,01) asociado con un aumento
en la frecuencia cardiaca (FC) (p <0,01). Estos cambios fueron acompafiados por
aumentos significativos en la AVP plasmatica después de dos horas (p <0,01),
seguido por la caida en las proximas horas, y la elevacion de plasma de NO (p
<0,01). La administracion de LPS produjo una disminucién significativa en la presion
arterial media (PAM) (p <0,01) asociado con un aumento en la frecuencia cardiaca
(FC) (p <0,01) y un aumento significativo de la AVP plasma después de dos horas (p
<0,01). La producciéon de NO también ha aumentado significativamente plasma a la
cuarta hora (p <0,01). Cuando LPS se combina con la administracion iv de ketamina,
hubo una atenuacion de la hipotension (p <0,01) y una mejora en la liberacion de
AVP (p <0,01) por LPS. Sin embargo, la produccibn de NO después de
adminstration la ketamina mostré ninguna diferencia en comparacion con LPS, lo

gue indica que esto no es la ruta utilizada por la ketamina. Para verificar el papel de



la activacién simpética en la preservacion de la funcién cardiovascular por la
ketamina en endotoxémico choque, se utliza un inhibidor simpatico central,
moxonidina (moxo). El pretratamiento con moxo iv (50 pg / kg) atenuo
significativamente el incremento de la FC producido por ketamina (p <0,05) s6lo en
la segunda y cuarta hora, pero con ninguna accién significativa en el PAM. Estos
datos sugieren que el efecto cardioestimulante de la ketamina en lo choque séptico
se produce principalmente en una potenciacion de la liberacion de AVP, y esto no

parece dar el NO via.

Palabras clave: Choque séptico. Vasopresina. Oxido nitrico. Ketamina. Moxonidina.
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A sepse € uma sindrome clinica, resultado da complicacdo de uma infeccao
grave, geralmente de origem bacteriana, e que se caracteriza por uma inflamacéao
sistémica e lesdo tecidual generalizada. As primeiras descricbes de bactérias se
deram em meados de 1680 por Leeuwenhock, mas apenas duzentos anos depois,
com Pasteur e Koch, que a conexao entre bactérias e infeccao foi feita. Finalmente,
em 1914, Schottmueller descreveu que a liberacdo de patdgenos na circulagcéo
sanguinea era a responsavel pelos sinais e sintomas sistémicos observados nas

infecgdes (VINCENT; ABRAHAM, 2006).

Nos ultimos cem anos, muito se avancou no conhecimento da sepse, de sua
fisiopatologia, epidemiologia, diagnostico e estratégias terapéuticas. Apesar disso,
suas taxas de prevaléncia e mortalidade permanecem extremamente altas, sendo a
sepse grave e 0 choque séptico umas das principais causas de morte em unidades
de terapia intensiva (UTI) em todo o mundo (ALBERTI et. al., 2002; ANNANE et. al.,
2003; ESPER; MARTIN, 2007; FLAATEN, 2004; MARTIN et al., 2003) e a décima

principal causa de morte nos Estados Unidos (EUA) (HERON et al., 2009).

1.1. Epidemiologia da sepse

Segundo estudos americanos, a sepse € a sepse grave ocorrem em
aproximadamente 2% de todas as hospitalizagcdes nos EUA e em mais de 75% das
hospitalizagbes em UTIs, ocupando cerca de 50% dos leitos intensivos, e
apresentam uma taxa de mortalidade que varia de 20-50% (ANGUS et. al., 2001;
DOMBROVSKIY et al., 2007; ESPER; MARTIN, 2007). A estimativa nacional para a

sepse grave € de 751.000 casos/ano nos EUA, sendo que cada paciente consome,
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durante sua hospitalizacdo, cerca de $US 22.000, o correspondente a

aproximadamente $US 17 bilhdes anuais (ANGUS et. al., 2001).

No Brasil, a situacdo ndo é diferente. Em um estudo multicéntrico realizado
em UTIs das regibes Sul e Sudeste nos anos de 2001/2002, foi encontrada uma
incidéncia de sepse de aproximadamente 57/1000 pacientes hospitalizados e uma
taxa de mortalidade que aumentou conforme o grau de gravidade, chegando a
52,2% no choque séptico (SILVA et al., 2004). Em outro estudo multicéntrico,
conduzido pelo Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS) em pacientes adultos
sépticos admitidos em 21 UTIs de hospitais publicos e privados no Brasil entre os
anos 2003/2004, a taxa total de mortalidade foi de 43,8%. Este estudo também
mostrou uma mediana de gastos totais durante a hospitalizacdo de $US 9.632 por
paciente, contabilizando um gasto diario com UTI de $US 934 por paciente
(SOGAYAR et al., 2008). Dessa forma, a sepse tem representado um pesado fardo
para os sistemas de salude em todo o mundo, tanto do ponto de vista econdmico

como social.

1.2. Defini¢cdes

Com o objetivo de oferecer uma definicdo pratica da resposta inflamatoria a
infeccdo e melhorar a capacidade de se reconhecer a doenca e de se poder intervir
com uma terapéutica precocemente, a American College of Chest Physicians e
Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM) realizaram, em 1991, uma

Conferéncia de Consenso de Sepse.

Nesta conferéncia foi sugerida uma estratificacdo de gravidade para a sepse

e introduzido o termo Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) para
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descrever a reacdo inflamatoria sistémica desencadeada pelo organismo frente a
qualquer agressao infecciosa (causada por bactérias, fungos, virus ou parasitas) ou
nao-infecciosa (como trauma, isquemia, queimaduras, pancreatite). A SIRS pode ser
clinicamente definida pela instalacdo de duas ou mais das seguintes condi¢cdes: 1)
temperatura > 38°C ou < 36°C; 2) frequéncia cardiaca > 90bpm; 3) frequéncia
respiratoria > 20 movimentos/min ou PaCO2 < 32mmHg; 4) contagem dos leucocitos
totais no sangue periférico > 12.000/mm? ou < 4.000/mm?, ou ainda, presenca de >

10% de formas imaturas (BONE et al., 1992).

A Sepse foi definida como uma resposta inflamatoria sistémica (SIRS) frente a
um estimulo infeccioso. Quando a sepse esta associada a uma disfungéo orgéanica,
como hipotensao arterial, lesdo pulmonar aguda, oliglria, aumento de creatinina,
hiperbilirrubinemia direta, plaquetopenia ou alteracdo do estado mental, o quadro é
definido como Sepse grave. O Choque séptico foi caracterizado como uma sepse
grave na qual a vasodilatacdo arteriolar e a hipotensédo arterial sao refratarias a
reposicdo volémica (vasoplegia), necessitando de drogas vasopressoras para
restabelecer a pressao arterial. A hipotensao e a hipoperfusao tecidual podem levar
a um quadro mais grave de alteracao na funcdo organica, que resulta em disfuncao
e até faléncia dos 6rgdos, denominada Sindrome da Disfun¢do Multipla de Org&os

(MODS) (BONE et al., 1992; DELLINGER et al., 2008; LEVY et al., 2003).

Entretanto, diante da multifatoriedade desta condi¢cdo, essa estratificacao
ainda foi considerada muito simplista. Em 2001 foi realizada uma nova conferéncia
com o0 objetivo de revisar as definicbes propostas pelo Consenso de 1991. Nesta
conferéncia, como forma de complementar as definicbes anteriormente sugeridas,
foi introduzido o conceito de “PIRO” (Predisposition, Insult infection, Response,

Organ dysfunction), o qual considera, além da resposta inflamatoéria, também outros
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fatores que podem contribuir para o desenvolvimento e o desfecho do quadro
séptico, como co-morbidades, idade, fatores genéticos, o processo infeccioso (tipo
de microorganismo e local da infeccdo) e a funcdo dos 6rgdos ou o grau de
acometimento dos mesmos. No entanto, o conceito de PIRO ainda é muito
rudimentar, sendo necessarios mais testes e estudos para seu refinamento e para
gue possa ser aplicado na pratica clinica (DELLINGER et al.,, 2008; LEVY et al.,

2003).

1.3. Fisiopatologia da sepse

A patogénese da sepse envolve um processo complexo de ativagao celular,
resultando na liberacdo de mediadores inflamatérios, como as citocinas, ativacédo de
neutroéfilos, mondcitos e células do endotélio microvascular, envolvimento de reflexos
neuroendocrinos e ativagdo dos sistemas complemento, de coagulacao e fibrinolitico

(VINCENT; ABRAHAM, 2006).

A resposta inflamatéria é, geralmente, causada pela acao de componentes da
parede de bactérias como o lipopolissacarideo (LPS) das bactérias gram-negativas,
ou o0 acido lipoteicéico (LTA) das gram-positivas, embora também possa ser
causada por fungos, virus e parasitas (HANNA, 2003; PARRILLO, 1993;

THIEMERMANN, 1997).

A resposta desencadeada pelas bactérias gram-negativas é iniciada quando
estas sdo rompidas ocorrendo a liberagcdo do LPS (GLAUSER et al., 1991,
MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991). O LPS liga-se primeiramente a lipoproteina de
alta densidade (HDL), e posteriormente, a proteina ligadora do LPS (LBP),

sintetizada e liberada pelo figado, formando o complexo LPS-LBP, que transfere o
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LPS do HDL para o CD14 e receptores de membrana como os Toll-like, presentes
principalmente na superficie de macréfagos/monécitos e neutréfilos (KARIMA et al.,

1999, VINCENT; ABRAHAM, 2006).

A ativagao destes receptores induz a transcricdo de genes da resposta imune
e inflamatdria, geralmente por mecanismos mediados pelo fator nuclear kappa-B
(NFk-B), resultando na liberacdo de véarios mediadores inflamatérios (VINCENT;
ABRAHAM, 2006), como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucinas (IL)-1,
IL-6, IL-8, IL-12, interferon-y (IFN-y), fator ativador de plaquetas (PAF),
prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs) e Oxido nitrico (NO), levando a uma
amplificacdo da resposta inflamatéria (BENJAMIM et al., 2000; BENJAMIM et al.,
2005; BONE, 1991; HORN, 1998; KARIMA et al., 1999; RIOS-SANTOS et al., 2003).
Esses mediadores excessivamente liberados favorecem o comprometimento
endotelial, provocam vasodilatacdo periférica, hipovolemia, danos teciduais, ativacéo
do sistema complemento e a evolu¢do do quadro séptico que pode levar a morte

(BONE, 1991; HANNA, 2003; MAMMEN, 1998).

1.4. Modelos de sepse experimental

Os modelos animais que retratam a sepse tém trazido inUmeras contribuicdes
para a compreensdo de sua fisiopatologia, apesar de nao representarem de forma
idéntica o curso fisiopatoldégico que ocorre clinicamente na sepse em humanos.
Existem diversos modelos experimentais para o estudo da sepse, sendo o modelo
de injecao de toxinas, como o LPS, um dos modelos mais utilizados (CARNIO et al.,
2005; DYSON; SINGER, 2009; GIUSTI-PAIVA et al., 2002; GIUSTI-PAIVA et al.,

2004; TANIGUCHI; SHIBATA; YAMAMOTO, 2001). Neste modelo, denominado
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choque endotoxémico, a administracdo de endotoxina em animais, mimetiza os
sintomas de sepse e choque séptico, desencadeando uma variedade de respostas

no organismo (RACKOW; ASTIZ, 1991).

1.5. Arginina Vasopressina

A arginina vasopressina (AVP) € um horménio nonapeptideo com uma ponte
dissulfeto entre dois aminoéacidos cisteina (BRANN et al., 1997). E sintetizada nos
corpos celulares dos neurbnios magnocelulares localizados nos nucleos supradptico
(SON) e paraventricular (PVN) do hipotalamo, sendo transportada ao longo de seus
axbnios até a neurohipdfise, onde € armazenada em granulos para ser secretada
para a circulacdo apos estimulo adequado (BARBERIS; MOUILLAC; DURROUX,

1998; CUNNINGHAM, SAWCHENKO, 1991).

A vasopressina € um horménio que tem um importante papel na regulacédo da
pressao arterial sangliinea e na osmolalidade plasmatica, ativando duas diferentes
classes de receptores, V1 e V2. Os receptores V1 estdo presentes principalmente no
musculo liso vascular e participam da vasoconstriccdo. Os receptores V2, nas
células dos ductos coletores renais e em células endoteliais e participam da

antidiurese (BEISHUIZEN; THIJS, 2003)

Os principais estimulos para a secrecdo de AVP sdo o aumento da
osmolalidade plasmatica, hipotensdo ou hipovolemia grave (CUNNINGHAM,
SAWCHENKO, 1991; KADEKARO et al., 1992). Aléem disso, sua liberacdo tambéem
pode ser regulada por mediadores inflamatdrios, como PGs, NO, TNF- a, IL-1 e IL-6

(LANDGRAF et al., 1995; PALIN et al., 2009).
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Alguns desses estimulos atuam via osmorreceptores ou barorreceptores.
Quando ha um aumento na osmolalidade plasmatica, a secrecdo de AVP aumenta
pela ativacdo dos osmorreceptores hipotalamicos, localizados nas regifes dos
orgaos circunventriculares desprovidas de barreira hematoencefalica, principalmente
0 0rgao subfornicial (SFO) e o 6rgao vasculoso da lamina terminal (OVLT). Quando
ha queda na presséo arterial, os barorreceptores localizados no seio carotideo e
arco aortico iniciam um arco reflexo através dos nervos vago e glossofaringeo até o
sistema nervoso central (SNC), principalmente pelo nacleo do trato solitario (NTS),
gue possui conexdes com o PVN e SON, resultando no aumento da secrecao de
AVP. Quando ha diminuicdo do volume plasmatico, essa informacédo é detectada
pelos barorreceptores atriais que, por mecanismos reflexos, estimulam a liberacéo
de AVP, restaurando o volume plasmético a niveis normais (CUNNINGHAM;

SAWCHENKO, 1991; DUNN et al., 1973; MCKINLEY et al., 2004).

1.6. Vasopressina e chogue séptico

A liberacdo excessiva de mediadores inflamatérios durante a sepse pode
direta ou indiretamente atingir o SNC e ativar neurbnios envolvidos em diferentes
funcBes organicas, como autondmicas e neuroenddcrinas (CARNIO et al., 2006;
ENGBLOM et al., 2002; KOVACS, 2002; MCCANN et al., 2000), podendo alterar o
eixo hipotalamo-hipofise, inibindo ou estimulando a liberacéo de varios horménios ali
produzidos, como a AVP (CARNIO et al., 2006; CORREA et al., 2007; OLIVEIRA-

PELEGRIN et al., 2009; PANCOTO et al., 2008).

Estudo conduzido por Landry e colaboradores (1997) mostrou que, para

valores similares de pressdo sangilinea, pacientes com choque séptico
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apresentavam uma menor concentracdo plasmatica de AVP, comparados a
pacientes com choque cardiogénico, e que essa concentracao inadequada de AVP
se deve a uma alteracdo na secrecdo do hormoénio, ndo estando relacionada a um
aumento de seu metabolismo. Estes achados sugerem que, alteracdes nas
concentracdes plasmaticas de AVP ndo sédo devidas a mudancas na pressao arterial
sanglinea, mas sim a um mecanismo especificamente relacionado ao choque

induzido pela endotoxemia (LANDRY et al., 1997).

Estudos clinicos e experimentais de sepse mostram um comportamento
bifasico da AVP, com elevadas concentracBes plasméaticas na fase inicial, seguida
de rapida queda nas proximas horas. Assim, apesar da significativa queda da
pressao arterial, a secrecdo de AVP diminui e suas concentragbes permanecem
inadequadamente baixas, contribuindo para a manutencdo da hipotensdo e do
choque vasodilatador (CORREA et al., 2007; GIUSTI-PAIVA et al., 2003a; LANDRY

etal., 1997; PANCOTO et al., 2008; SHARSHAR et al., 2003).

Algumas hipo6teses propostas para essa secrec¢do inadequada de AVP na
sepse sao:. deplecdo dos estoques secretdrios do hormdnio na neuro-hipéfise
(OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009); insuficiéncia autonémica (HOLMES et al., 2001;
PANCOTO et al., 2008) e reducado da secre¢do do hormonio por liberacdo excessiva
de o6xido nitrico (CARNIO et al., 2006; CORREA et al., 2007; GIUSTI-PAIVA et al.,

2002; GIUSTI-PAIVA et al., 2003b; HOLMES et al., 2001).

1.7. Oxido nitrico e choque séptico
O oOxido nitrico € um mensageiro celular gasoso, que participa no controle de

diversas funcdes fisiologicas, como regulacdo do tbnus vascular, transmissao
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neuronal e modulacdo de reacfes imunoldgicas e inflamatorias. Possui uma meia-
vida curta (de poucos segundos) e, em condicdes fisiolégicas, € um gas de
passagem livre pelas membranas celulares, ndo necessitando de receptores (FEHIL;
WAEBER; LIAUDET, 2001; MURAD, 1998). O NO é sintetizado a partir da oxidacéo
do aminoacido L-arginina pela enzima oxido nitrico sintase (NOS) (MONCADA,

HIGGS, 1993).

Trés isoformas de NOS foram identificadas: a 6xido nitrico sintase neuronal
(nNOS), inicialmente identificada em neurdnios, estando envolvida na
neurotransmissdo (WANG; NEWTON; MARSDEN, 1999); a 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), inicialmente identificada em células endoteliais e que apresenta
importante funcdo na regulacdo do ténus vascular e fluxo sanglineo (HANDA;
STEPHEN; CEPINSKAS, 2008; HUTTUNEN et al., 2009); e a 6xido nitrico sintase
induzida (iINOS), cuja expressdo é regulada por citocinas e produtos bacterianos
(CLEMENTI, 2003; GELLER; BILLIAR, 1998), podendo ser induzida em diversos
tipos celulares em resposta a infeccdo. (BANDALETOVA et al., 1993; MCLAREN et

a.l, 2009). A iINOS possui importante papel na fisiopatologia da sepse.

Durante a fase inicial da sepse, o NO tem papel benéfico, mediando a
vasodilatacdo e aumentando o fluxo sanglineo na microcirculagdo, prevenindo
adesdo plaquetaria e leucocitaria e aumento da defesa do hospedeiro devido sua
atividade bactericida e tumoricida. No entanto, na fase tardia, provavelmente quando
se inicia também a ativacdo da INOS, a producdo de NO torna-se exagerada e
deletéria, contribuindo muito para as caracteristicas fisiopatoldgicas da sepse, como
intensa vasodilatagdo periférica, severa hipotensdo, vasoplegia, disfungéo

miocardica, faléncia no rolamento de leucdOcitos e reducdo na migracdo de
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neutrofilos para o foco inflamatorio (FEIHL; WAEBER; LIAUDET, 2001; MONCADA,

PALMER; HIGGS, 1991; RIOS-SANTOS et al., 2007; THIEMERMANN, 1997)

A fisiopatologia do choque séptico também envolve a acdo do NO no SNC.
Em estudo de Wong e colaboradores (1996), a presenca de RNA mensageiro
(mRNA) da iNOS foi detectado em diversas regiées do cérebro j4 na segunda hora
apés a indugdo da endotoxemia. Varios estudos com modelos experimentais de
sepse tém demonstrado uma acdo inibitéria do NO sobre os neurbnios
vasopressinérgicos do PVN e SON do hipotalamo, sugerindo um papel modulador
inibitério do NO sobre a secrecdo de AVP, o que contribui para a manutencdo da
hipotenséo observada (CARNIO et al., 2006; GIUSTI-PAIVA et al., 2002; GIUSTI-
PAIVA et al., 2005; ROCHA; OLIVEIRA-PELEGRIN; FARIAS-CORREA, 2006;
TERRELL et al., 2003). Dessa forma, torna-se cada vez mais evidente a participagéo

do NO na regulacéo do balanco hidrico e da presséao sangliinea na sepse.

1.8. Ketamina e choque séptico

A ketamina é um anestésico geral dissociativo de rapida acdo, com uma
meia-vida plasmética de 2 - 3 horas. Sendo um farmaco muito lipossoluvel, é
distribuido para os tecidos altamente irrigados, incluindo o cérebro, figado e rins,
onde atinge concentracdes quatro a cinco vezes superiores a do plasma (DUARTE,

1994).

A ketamina tem sido amplamente indicada para uso em pacientes septicos ou
graves com comprometimento cardiovascular, devido a suas propriedades
cardioestimulatérias (LIPPMANN et al.,, 1983; TANIGUCHI et al.,, 2003; YLI-

HANKALA et al.,, 1992; ZAUSIG et al., 2009). Esta recomendacdo baseia-se
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principalmente em suas a¢fes em aumentar a atividade do sistema nervoso
simpatico, que tende a manter a pressao sanglinea e preservar a funcao
cardiovascular (WAXMAN; SHOEMAKER; LIPPMANN, 1980; WHITE; WAY;

TREVOR, 1982).

Aparentemente, a ketamina exerce suas acbes simpatomiméticas
primariamente por estimulagdo direta de estruturas do SNC (IVANKOVICH et. al.,
1974; WHITE; WAY; TREVOR, 1982), bloqueando a inibigdo tonica barorreceptora

nestes neurdnios (WANG et al., 2001).

Além de suas acdes em preservar a funcao cardiovascular, a ketamina parece
apresentar também outras vantagens em relacdo a fisiopatologia da sepse.
Takenaka e colaboradores (1994) foram os primeiros a mostrar em seu estudo
propriedades antiinflamatérias da ketamina, inibindo a producéo de TNF-a na sepse
induzida pelo LPS, tanto em camundongos in vivo, quanto em macréfagos in vitro.
Em 1995, Koga e colaboradores (1995) mostraram que a ketamina levou, além da
diminuicdo na atividade desta citocina, a uma reducao na mortalidade induzida pela

endotoxemia.

Outros autores também descreveram a acdo da ketamina na inibicdo da
producédo de citocinas inflamatorias, como o TNF-a, IL-6 e IL-8, e do NFk-B (que se
acredita ser responsavel pela transcricdo dessas citocinas) em outras células
inflamatorias, em resposta a endotoxemia induzida, como em culturas de células
inflamatorias do sangue de camundongos (LARSEN et al., 1998) e de humanos
(KAWASAKI et al., 1999; KAWASAKI et al., 2001), em células mesangiais (JIMI et
al., 1997), em células gliais humanas (SAKAI et al., 2000) e em mondcitos (YU et al,

2002). Essas propriedades antiinflamatorias da ketamina também foram descritas



INTRODUCAO 30

em modelos de choque séptico in vivo (SAKAI et al., 2000; SONG et al., 2006; SUN
et al., 2004; TANIGUCHI; SHIBATA; YAMAMOTO, 2001; TANIGUCHI et al., 2003;

YU et al., 2007).

Alguns estudos descrevem uma acgéo dose-dependente da ketamina na sepse
(KAWASAKI et al., 1999; KOGA et al., 1995; WEIGAND et al., 2000). No entanto,
estudos mais recentes (SUN et al., 2004; TANIGUCHI et al, 2003) tém mostrado
uma acao dose-independente desta droga, sendo que a dose de 10mg/Kg foi a que
mostrou efeitos mais favoraveis quanto a hipotensao, acidose metabdlica, resposta

das citocinas e taxas de mortalidade (TANIGUCHI et al, 2003).

A acdo da ketamina sobre a producao de NO ainda € contraditéria. Shimaoka
e colaboradores (1996) e Li e colaboradores (1997) encontraram uma acéo inibidora
da ketamina sobre a producdo de NO em macréfagos, que relacionam a inibicdo do
TNF-a pela ketamina, um fator estimulatério autécrino para a producdo de NO.
Entretanto, em estudo com sepse induzida pelo LPS em cultura de células gliais
(astrécitos e microglia), responsaveis por mediar as respostas imune e inflamatéria
no SNC, a ketamina reduziu a producdo de TNF-a sem alterar a liberacdo de NO

(SHIBAKAWA et al., 2005).

Dessa forma, o presente trabalho foi delineado para confirmar a hipétese de
que a ketamina, através de suas propriedades anti-inflamatorias, estimula a
liberacdo de AVP no choque séptico através de uma acéo inibitoria sobre a sintese

de 6xido nitrico (NO).
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1.9. Inibidor do Sistema Nervoso Simpatico

Os inibidores do sistema simpatico sempre agem, embora em locais distintos,
no sentido de impedir que a neurotransmissdo adrenérgica chegue a célula efetora
(vasos, coracéo, rins, etc.), impedindo a elevacdo da pressao arterial (TAVARES;
PLAVNIK, 1998).

A moxonidina € um inibidor simpatico central com alta afinidade de ligacéo
com os receptores imidazolinicos do subtipo 1 (RI1) localizados na medula rostral
ventro-lateral (RVLM), com pouca afinidade pelo receptor central a2. Essa
particularidade confere a essa droga menos efeitos indesejaveis que 0s outros
inibidores centrais, como a clonidina (MESSERLI, 2000; PRICHARD; OWENS;
GRAHAM, 1997; TAVARES; PLAVNIK, 1998). No entanto, a hipotensdo produzida
por essas drogas de acdo central ainda ndo estd completamente compreendida.

A acdo da moxonidina em diminuir a atividade simpética é demonstrada pela
reducdo nos niveis de adrenalina, noradrenalina e renina provocada por ela em
humanos (MESSERLI, 2000; PRICHARD; OWENS; GRAHAM, 1997). Em estudo de
Peng e colaboradores (2009), uma dose de 50 pg/kg administrada via intravascular
em ratos, produziu uma queda prolongada na pressao sangiinea e frequéncia
cardiaca, sendo esta a dose utilizada em nosso trabalho.

No presente estudo, a moxonidina foi utilizada para avaliar a participacdo da

estimulacdo simpatica nas propriedades cardioestimulatorias da ketamina.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prichard%20BN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9321737
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2.1. Objetivo geral
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ketamina sobre a hipotenséao e

as concentragfes plasmaticas de AVP e NO induzidas pelo choque séptico.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da administracdo da ketamina sobre a hipotensdo induzida
pelo choque endotoxémico;

e Avaliar o efeito da ketamina sobre as concentracdes plasmaticas de AVP no
choque endotoxémico;

e Avaliar o efeito da ketamina sobre as concentracdes plasmaticas de NO no
choque endotoxémico;

e Correlacionar as concentracdes plasmaticas de NO e de AVP apés
administracdo de ketamina no choque endotoxémico;

e Avaliar a participacdo do sistema nervoso simpatico sobre as alteracdes

cardiovasculares induzidas pela ketamina no choque endotoxémico.
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3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar adultos machos, pesando entre
200-350g, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto — USP. Os
animais foram mantidos sob temperatura controlada (25°C + 2°C) e expostos
diariamente a um ciclo claro/escuro de 12:12 horas, com livre acesso a agua e racao
comercial balanceada. Foram mantidos em caixas plasticas com tampa aramada (5
animais por caixa), com dimensdo de 1.360 cm? até transferéncia para caixas
individuais no dia anterior ao experimento. Cada caixa foi acondicionada em uma
estante ventilada (Alesco Ind. E Comércio Ltda., Monte Mor, SP, Brasil), que permite
o controle da iluminacdo, temperatura e estimulos ambientais com ciclo de

claro/escuro.

Todos os protocolos experimentais foram delineados de acordo com as regras
do Comité de Etica local da Universidade de S&o Paulo (Comissdo de Etica no uso
de Animais — CEUA), o qual foi aprovado conforme o protocolo n° 11.1.324.53.4

(Anexo). Cada animal foi utilizado em apenas uma sesséo experimental.

3.2. Preparo dos animais

No dia anterior ao experimento, os animais foram submetidos a anestesia
geral através de uma injecao intraperitoneal de 2,5% (1ml/100g de peso corporal) de
2,2,2-tribromoethanol (Aldrich, Milwaukee, WI). Os animais utilizados para as
medidas de presséo arterial e freqiiéncia cardiaca tiveram a artéria femoral direita e
a veia jugular externa direita canuladas. Os animais utilizados para dosagem de AVP
e nitrato plasmatico tiveram apenas a veia jugular externa direita canulada para as

inje¢Oes endovenosas.
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3.2.1. Procedimento de canulacéo da artéria femoral direita

Foram utilizadas céanulas confeccionadas de tubos de polietileno
(Intramedic®, Becton Dickinson and Co, Sparks, MD, EUA), compostos por um
segmento de PE-10 de 4,5 cm de comprimento e diametros interno de 0,3 mm e

externo de 0,6 mm, ligado a outro segmento de PE-50 de 18,0 cm de comprimento.

Apbs tricotomia das regides inguinal direita e interescapular, o animal foi
fixado em uma mesa cirargica. Uma inciséo transversal de 1,0 cm foi feita na regido
inguinal direita, e apdés a musculatura ser retraida, a artéria femoral direita foi
exposta, separada e individualizada do tecido conjuntivo ao seu redor. Em seguida,
foi realizada uma ligadura na parte distal e a parte proximal foi tracionada. Uma
pequena incisdo foi feita na parede superior da artéria, por onde a céanula foi
introduzida, e permitindo a esta progredir 4,5 cm em direcdo a aorta abdominal. Sua
fixac&do no local foi feita por ligaduras com fios de algoddo. A extremidade distal da
canula foi exteriorizada na regido interescapular, através de um trajeto subcutaneo
com o auxilio de um trocater. Apés tal procedimento, a cénula foi lavada e
preenchida com solugcdo de salina isotbnica heparinizada (10U/mL) e livre de
pirbgenos, para evitar a obstru¢cdo da canula por sangue coagulado. A oclusdo da
canula foi realizada por meio da introdugdo de um arame ortodéntico inoxidavel de
1,5 cm de comprimento e 0,7 mm de diametro, visando dificultar o refluxo de sangue
para o seu interior. No local da inciséo cirurgica, os planos foram suturados em bloco

com pontos simples, utilizando-se fios de algodao.
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3.2.2. Procedimento de canulacao da veia jugular direita

Foram utilizadas canulas de tubos de silicone (Silastic ®, Dow Corning CO,
Midland, MI, EUA) com comprimento total de 11,0 cm e didametro interno 0,5 mm e
externo de 0,9 mm. Apds tricotomia das regides supra-clavicular direita e cervical
dorsal, o animal foi fixado a mesa cirdrgica, e a veia jugular externa identificada por
transparéncia. Uma incisdo longitudinal de 0,5 cm foi feita na superficie ventral do
pescoco, a cerca de 1,0 cm a direita da traquéia. A musculatura foi retraida, a veia
jugular direita exposta e o tecido conjuntivo ao seu redor removido. Foi entdo
realizada a ligadura da veia e uma pequena incisdo na parede superior da mesma.
Por esta incisdo a canula de silicone foi introduzida dentro da veia cava superior,
através da veia jugular, permitindo que apenas 1,07 cm da céanula fossem
introduzidos em direcdo ao atrio direito. Sua fixacdo no local foi feita por ligaduras
com fio de algoddo. A extremidade distal da canula foi exteriorizada na regido
cervical dorsal através de um trajeto subcutdneo com o auxilio de um trocater. Apos
este procedimento, a canula foi lavada e preenchida com solucdo de salina
heparinizada (10 U/mL) e livre de pir6bgenos, para evitar a obstru¢do da canula por
coagulos. A oclusdo da céanula foi realizada através de um lago, feito com o auxilio
de uma pinga cirtrgica. No local da inciséo cirdrgica, os planos foram suturados em
bloco com pontos simples, utilizando-se fios de algodéao.

Apos as cirurgias de canulacao da artéria femoral e da veia jugular direitas, os
ratos foram transferidos em caixas plasticas individuais para a estante ventilada, e
mantidos sem manipulacdo até o inicio da secado experimental na manha do dia

seguinte, com livre acesso a agua e racao.



MATERIAIS E METODOS 38

3.3. Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas nos experimentos:

Lipopolissacarideo de E. coli sorotipo 0111:B4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
na dose de 1,5 mg/kg de peso do animal;

Ketamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na dose de 10 mg/kg de peso do
animal;

Moxonidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na dose de 50 ug /kg de peso do

animal.

Todas as drogas foram diluidas em salina (0,9% de NacCl) livre de pirégenos e

foram administradas por via intravenosa (i.v.).

3.4. Inducédo do choque séptico

Para a inducdo do choque séptico, os animais receberam uma injecdo
endovenosa de LPS na dose de 1,5 mg/kg de peso corpéreo. O inicio do protocolo
experimental, tempo zero, foi definido como o ponto em que 0s ratos receberam a

injecdo de LPS.

3.5. Protocolos experimentais
Os animais foram randomizados para um dos seguintes grupos

experimentais:

¢ GRUPO SALINA + SALINA (SAL + SAL): onde os animais receberam 1,5

mg/kg de salina estéril i.v. e, apés 30 minutos, 10 mg/kg de salina;
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3.5.1.

GRUPO LPS + SALINA (LPS + SAL): onde os animais receberam 1,5 mg/kg
de LPS i.v. e, apos 30 minutos, 10 mg/kg de salina;

GRUPO SALINA + KETAMINA (SAL + KET): onde os animais receberam 1,5
mg/kg de salina estéril i.v. e, apds 30 minutos, 10 mg/kg de ketamina,
GRUPO LPS + KETAMINA (LPS + KET): onde os animais receberam 1,5

mg/kg de LPS e, apds 30 minutos, 10 mg/kg de ketamina.

Protocolos experimentais para inibicdo simpatica

Com o objetivo de avaliar se os efeitos da ketamina sobre a pressao arterial

média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) sdo devidos a uma ativacao simpatica,

utilizou-se a droga moxonidina, um bloqueador simpético central. Os protocolos

experimentais utilizaram apenas as medidas de pressao arterial e frequéncia

cardiaca:

GRUPO MOXONIDINA + LPS + KETAMINA (MOXO + LPS + KET): onde os
animais receberam uma injecdo de moxonidina na dose de 50 pg /Kg 15
minutos antes da injecdo de LPS a 1,5mg/Kg e, apds 30 minutos desta, foram
injetados com ketamina a 10mg/kg;

GRUPO MOXONIDINA + SAL + KET (MOXO + SAL +KET): onde os animais
receberam uma injecdo de moxonidina na dose de 50 pg /Kg 15 minutos
antes da injecdo de salina a 1,5mg/Kg e, apos 30 minutos desta, foram
injetados com ketamina a 10mg/kg;

GRUPO MOXONIDINA + SALINA + SALINA (MOXO + SAL + SAL): onde os

animais receberam uma inje¢cdo de moxonidina na dose de 50 pg /Kg 15
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minutos antes da injecdo de salina a 1,5mg/Kg e, apés 30 minutos desta,

foram injetados com salina a 10mg/Kg.

3.6. Determinacdo da Pressdo Arterial Média e Frequéncia Cardiaca

Foram utilizados os animais que tiveram a artéria femoral direita canulada
para a medida da pressao arterial e freqiéncia cardiaca através de um transdutor de
pressao (Grass P23XL-1) e um poligrafo (Grass P122, EUA) acoplado a um

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

3.7. Dosagem hormonal e de nitrato plasmaético

3.7.1. Coleta de sangue

Os animais que tiveram apenas a veia jugular direita canulada para a
administracdo das drogas endovenosas foram decapitados 2 e 4 horas apés a
administracdo do LPS ou de salina e amostras sanguineas foram coletadas em
tubos contendo 0,5 mL de heparina (10U/mL) e mantidas em gelo. As amostras
foram centrifugadas (1200 g, 4°C, 20 min) para a obtencdo do plasma. O plasma foi
estocado a -70°C até o momento das dosagens de vasopressina € nitrato

plasmatico.

3.7.2 Dosagem do hormdnio vasopressina
A extracdo do hormdnio AVP foi realizada segundo técnica descrita por
Moreira e colaboradores (1995), utilizando-se 1,0 mL de plasma adicionados de 2,0

mL de acetona gelada seguida de agitacdo continua por 20 segundos e
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centrifugacéo (1200 g, 4°C, 25 min), sendo o sobrenadante decantado em um tubo
contendo 2,0 mL de éter de petréleo e em seguida agitado por 10 segundos e
mantido em repouso por 5 minutos a 25°C para a separacdo das camadas. A
camada superior foi aspirada com o auxilio de uma bomba de vacuo (Modelo131-%
CV, Prismatec, Sao Paulo, SP, Brasil) e a camada inferior foi liofilizada num Speed
Vac (RTV 4104, Termo Electron Co., Waltham, MA, USA) sendo as amostras

estocadas a -20°C para posterior dosagem por radioimunoensaio (RIE).

No dia da realizagdo do RIE, as amostras foram ressuspensas em 250 uL de
tampédo AVP (tampédo TRIS 0,05M com albumina humana 0,25%), sendo que, 100

uL do ressuspenso foram utilizados para o ensaio em duplicata.

No RIE, a AVP foi marcada com '?| obtido de fonte comercial (GE Health
Care Bioscience), foram utilizadas 2000 cpm/100 pL, com um volume final de
incubacédo de 500 uL durante quatro dias, a temperatura de 4°C. O anti-soro a ser
utilizado (primeiro anticorpo de coelho anti-AVP) é especifico para o horménio
analisado sem reacéo cruzada com outros peptideos. Foram adicionados 100 puL do
primeiro anticorpo nas amostras desconhecidas e os tubos foram agitados e
incubados a 4°C durante 24 horas. O hormonio marcado (100uL) foi adicionado aos
tubos e estes foram agitados e incubados novamente por 24 h a 4°C. O hormdnio
marcado foi separado do ndo marcado pela técnica de anticorpo secundario
(anticorpo antigamaglobulina de coelho produzido em cabra). Apds a adigdo de 100
uL do anticorpo secundario, as amostras foram reincubadas por 24 h a 4°C, e no dia
seguinte, foi adicionado a amostra 1 mL de polietilenoglicol (PEG 6,25%). As

amostras foram centrifugadas (1200 g, 4°C, 25 min) e o sobrenadante foi aspirado. A
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radioatividade no precipitado foi determinada com o auxilio de um contador gama

(Cobra Il Auto-Gamma, Packard Canberra Co., Meriden, CT, USA).

3.7.3. Dosagem indireta do NO plasmatico através do nitrato plasmatico

No dia da dosagem do NO plasmaético, aliquotas de 50uL de amostras de
plasma foram desproteinizadas por incubagdo com etanol absoluto 4°C e mantidas
por 30 minutos em freezer (-20°C), e em seguida foram submetidas a centrifugagdo

(4000g, 25°C, 10 min).

Para a medida do NO plasmatico foi utilizada a técnica de
guimioluminescéncia NO/oz6nio utilizando-se o analisador Sievers® Nitric Oxide

Analyzer 280 (GE Analytical Instruments, Boulder, CO. USA).

Das amostras desproteinizadas, foi utilizado o volume de 5 pL, que foi
injetado na camara de reacdo do analisador contendo um agente redutor (0,8% de
cloreto de vanadio em 1N de HCI a 95 °C), que converge o NO em nitrato (NO3) em
quantidades equimolares. O NO é sugado, usando gas Hélio, para a camara de
guimioluminescéncia do analisador. A deteccdo do NO decorre de sua reacdo com o
0z6nio (O3), formando diéxido de nitrogénio (NO,). O NO, apresenta-se numa forma
instavel e tem a capacidade de emitir fétons que se chocam contra uma superficie
fotossensivel de uma célula fotomultiplicadora. O foton emitido pela reacdo €
detectado e convertido em sinal elétrico. A corrente de elétrons é captada,
amplificada e processada por um transdutor analdgico-digital, dando origem a um
tracado grafico em que a area sob a curva gerada pela corrente elétrica corresponde

a concentracdo de nitrato na amostra. A concentracdo de nitrato foi calculada por
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comparacdo com uma curva padrdo usando concentracdes conhecidas (5, 10, 15,

25, 50 e 100uM) de nitrato de sodio.

3.8. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados na forma de média + erro padrdo. Para
atingir os objetivos propostos para as variaveis AVP e NO foi proposto um modelo
de ANOVA desbalanceada com dois fatores e interagdo (KUTNER, 1974),
pertencente a classe dos modelos lineares generalizados. Esses modelos tém como
pressuposto que seus residuos tém distribuicdo normal com média 0 e variancia 62
constante. Na situacdo em que tal pressuposto néo foi observado, foi utilizada uma
transformacao logaritmica na varidvel resposta. As comparactes foram realizadas
através do poOs-teste por contrastes ortogonais. Os resultados foram obtidos com o

auxilio do software SAS® 9.0, através da PROC GLM.

Para as comparacdes das variaveis PAM e FC foi utilizado o modelo de
regressao linear com efeitos mistos (efeitos aleatérios e fixos). Os modelos lineares
de efeitos mistos sdo utilizados na analise de dados em que as respostas estdo
agrupadas e a suposicao de independéncia entre as observacdes num mesmo
grupo nao é adequada (SCHALL, 1991). Esses modelos tém como pressuposto que
seus residuos tem distribuicdo normal com média 0 e variancia o® constante. As
comparacdes foram realizadas através do pos-teste por contrastes ortogonais. Este
procedimento foi realizado através do software SAS® 9.0, utilizando a PROC

MIXED. O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.
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4- RESULTADOS
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Para validacdo do modelo experimental de inducdo do choque endotoxémico,
foram determinados os valores de pressado arterial média, frequéncia cardiaca e

niveis plasmaticos de AVP e nitrato durante quatro horas apés a injecédo de LPS ou

salina.

As Figuras 1A e 1B mostram a evolucéo temporal do efeito da administracao
intravenosa de lipopolissacarideo sobre a PAM e FC em ratos, respectivamente.
Quando os animais foram injetados com LPS, ocorreu uma queda bifasica da PAM,
com recuperacao parcial dos niveis pressoricos na segunda hora, seguida de nova
queda, que se estendeu até o final do experimento. A hipotensao induzida pelo LPS
foi significativa em todos os horéarios analisados. Concomitantemente, ocorreu um
aumento da FC, que foi estatisticamente significativo da primeira (p<0,01) até a
guarta hora (p<0,01).
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Figura 1A. Efeito da administracdo de salina ou LPS sobre a variagcdo da pressao
arterial média (APAM). * p < 0,05, * p < 0,01 sdo significativamente diferentes

comparados ao grupo controle.
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Figura 1B. Efeito da administracdo de salina ou LPS sobre a variagéo da frequéncia
cardiaca (AFC). ** p < 0,01 é significativamente diferente comparado ao grupo

controle.

A Figura 1C mostra o efeito do LPS sobre as concentracdes plasmaticas de
AVP. Um aumento significativo nas concentracdes de AVP ocorreu na segunda
(p<0,01) e quarta horas (p<0,05) apés a injecdo de LPS, iniciando um padrdo de
gueda a partir da segunda hora. Estudo piloto prévio realizado em nosso laboratério,
onde as concentracdes plasméaticas de AVP foram analisadas por 6 horas apos a
injecdo de LPS, mostrou valores de AVP similares aos basais na sexta hora (dado
ndo apresentado). Simultaneamente, ocorreu um aumento gradativo nas
concentracbes de nitrato plasmatico, que foi significativo na segunda (p<0,05) e

quarta (p<0,01) horas ap0s a injecédo de LPS (Figura 1D).
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Figura 1C. Efeito da administracdo de salina ou LPS sobre as concentracdes
plasméticas de AVP. * p < 0,05 e * p < 0,01 sdo significativamente diferentes
comparados ao grupo controle.
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Figura 1D. Efeito da administracdo de salina ou LPS sobre as concentracdes de
nitrato plasmatico. * p < 0,05 e * p < 0,01 s&o significativamente diferentes
comparados ao grupo controle.

As Figuras 2A, B, C e D apresentam a evolugdo temporal do efeito da

administracao intravenosa de ketamina na dose de 10mg/Kg sobre a PAM, FC e
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concentracfes plasmaticas de AVP e nitrato, respectivamente, em ratos apos a

injecao de LPS ou salina.

Na figura 2A, a administragédo de ketamina atenuou a hipotensdo induzida
pelo LPS, sendo significativa da primeira (p<0,01) até a quarta hora (p < 0,01). A
administracdo de ketamina nos animais n&o-sépticos levou a um aumento
significativo (p < 0,05) da PAM apenas na primeira hora em relacdo ao grupo

controle salina + salina, retornando a valores proximos aos basais nas proximas

horas.
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Figura 2A. Efeito da administracdo da ketamina (10 mg/kg) sobre a PAM no choque
endotoxémico. ** p < 0,01 é significativamente diferente comparado ao grupo LPS +
salina; # p < 0,05 é significativamente diferente comparando grupo salina +salina.

Concomitantemente, a ketamina potencializou o aumento na FC induzido pelo
LPS (Figura 2B), e esse aumento foi significativo na segunda (p<0,01), terceira
(p<0,01) e quarta horas (p<0,05). A administracdo de ketamina nos animais nao-

sépticos levou a um aumento significativo da FC apenas ha segunda hora (p<0,05),
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permanecendo seus valores proximos ao do grupo salina + salina nos demais

horarios.
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Figura 2B. Efeito da administracdo da ketamina (10 mg/kg) sobre a FC no choque
endotoxémico. * p < 0,05 e ** p < 0,01 sé&o significativamente diferentes comparados
ao grupo LPS + salina; # p < 0,05 é significativamente diferente comparado ao grupo

salina + salina.

A Figura 2C mostra o efeito da administracdo de ketamina sobre as
concentracfes plasméticas de vasopressina. Observa-se que a injecdo de ketamina
potencializou a liberacdo de AVP nos animais sépticos, sendo este aumento
significativo na segunda (p<0,01) e quarta (p<0,01) horas, retornando a valores
proximos dos basais na sexta hora (dado nédo apresentado). Nao houve alteracéo
nas concentragbes plasmaticas de AVP induzida pela ketamina nos animais néo-

sépticos em relagédo ao grupo controle.



RESULTADOS 50

157

*%
*%
. iﬁﬂ' im‘ I
2.0 4.0

0.0

SAL + SAL (n =9)
SAL + KET (n = 10)
LPS + SAL (n = 9)

=
o
|

BOOR

LPS + KET (n = 10)

(6]
|

Concentragcdo plasmatica
de AVP (pg/ml)

Tempo (h)

Figura 2C. Efeito da administracdo da ketamina (10 mg/kg) sobre as concentracdes
plasméticas de AVP no choque endotoxémico. ** p < 0,01 é significativamente
diferente comparado ao grupo LPS + salina.

No entanto, na avaliacdo do efeito da ketamina sobre os niveis de nitrato
plasmatico (Figura 2D), a injecdo de ketamina n&o alterou as concentracfes de

nitrato plasmatico em relacdo aos animais injetados com LPS + salina ou salina +

salina.
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Figura 2D. Efeito da administracdo da ketamina (10 mg/kg) sobre as concentracdes
de nitrato plasméatico no choque endotoxémico.
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Em um experimento separado, foi utilizada a moxonidina, um inibidor central
do sistema nervoso simpatico, com o objetivo de avaliar o papel da ativacao
simpatica produzida pela ketamina na manutencdo da funcdo cardiovascular
observada nos animais sépticos. A Figura 3A apresenta a evolucdo temporal do
efeito de um pré-tratamento com moxonidina sobre a PAM em animais ndo-sépticos.
Os niveis pressoricos dos animais que receberam o pré-tratamento permaneceram

proximos aos dos animais controle, ndo havendo diferencas significativas.
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Figura 3A. Efeito do pré-tratamento com a moxonidina (50 pg /Kg) sobre a PAM nos
animais injetados com salina + salina.

Na Figura 3B, o pré-tratamento com moxonidina levou a uma queda
progressiva da FC em relacdo ao grupo controle, sendo significativa na terceira hora

(p<0,05) e retornando a valores préximos ao do grupo controle na quarta hora.
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Figura 3B. Efeito do pré-tratamento com a moxonidina (50 pg /Kg) sobre a FC nos
animais injetados com salina + salina. * p < 0,05 é significativamente diferente

comparado ao grupo controle.

As Figuras 3C e 3D mostram o efeito do pré-tratamento com a moxonidina

sobre as alteracbes na PAM e FC induzidas pela ketamina em animais injetados

com LPS.
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Figura 3C. Efeito do pré-tratamento com a moxonidina (50 ug /Kg) sobre a acao da
ketamina na hipotenséo induzida pelo LPS.
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A inibicdo simpatica pela moxonidina levou a uma menor recuperaciao da
PAM induzida pela ketamina nos animais sépticos (Figura 3C), no entanto essa
diferenca nédo foi significativa comparada ao grupo que nao recebeu o pré-
tratamento. Simultaneamente, a moxonidina inibiu a potencializacdo no aumento da
FC induzido pela ketamina nos animais injetados com o LPS, sendo que a diferenca

nos valores do AFC foi significativa na segunda (p<0,05) e na quarta horas (p<0,05).
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Figura 3D. Efeito do pré-tratamento com a moxonidina (50 pg /Kg) sobre a acdo da
ketamina na taquicardia induzida pelo LPS. * p < 0,05 é significativamente diferente

comparado ao grupo LPS + ketamina.
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5- DISCUSSAO
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O presente trabalho mostrou pela primeira vez uma potencializacdo na
liberacdo de vasopressina pela ketamina, associada a uma atenuacao da hipotensao
induzida pelo LPS. Essa estimulacdo na liberacdo de AVP parece ndo se dar pela

via do 6xido nitrico.

A administragdo sistémica de LPS em animais mimetiza os sintomas de sepse
e choque séptico, desencadeando uma variedade de respostas no organismo. No
presente trabalho, a administracao intravenosa de LPS levou a uma queda na PAM,
caracterizando o choque endotoxémico. A queda na PAM ocorreu de forma bifésica,
sendo que a primeira queda foi transitoria, ocorrendo 1 hora apés a administracéo
de LPS, e a segunda progressiva e prolongada. Este padréo ja foi observado

anteriormente em nosso laboratorio (GIUSTI-PAIVA et al., 2002).

Paya e colaboradores (1993) sugeriram que a queda inicial da PAM seria uma
consequUéncia da ativacdo da eNOS. Reforca esta hipotese o fato de inibidores néo
seletivos da NOS inibirem a queda transitoria da PAM e inibidores seletivos da INOS
nao interferirem nesta resposta, indicando a possivel participacdo da eNOS na

queda precoce da PAM (PAYA et al., 1993).

Os mecanismos envolvidos na manutencdo da hipotensao durante o choque
séptico tém sido muito estudados. A hipotese predominante € de que ha um
aumento na producéo de NO pela INOS (CARNIO et al., 2005; GIUSTI-PAIVA et al.,
2002), que conduz a vasodilatacdo e um decréscimo na responsividade vascular a

vasoconstrictores.

A INOS é expressa rapidamente na musculatura vascular componente de
artérias e veias, levando a uma elevada sintese local de NO, um gas vasodilatador,

e produzindo uma hiporresponsividade dos vasos aos mecanismos
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vasoconstrictores (VINCENT, 2000). Alguns estudos tém demonstrado que a queda
na PAM pode ser inibida usando-se inibidores especificos da iNOS, diminuindo a
producdo de NO (GIUSTI-PAIVA et al., 2002). Estas observa¢cbes conduziram a
hipétese de que a inibicdo da NOS poderia ter beneficios terapéuticos no tratamento
do choque séptico. No entanto, os beneficios observados em modelos animais ndo

foram reprodutiveis em humanos (LOPEZ; LORENTE; STEINGRUB, 2004).

Nossos dados mostraram um aumento nos niveis plasméticos de AVP nos
animais sépticos até a segunda hora apos a administracdo de LPS, sendo esta
provavelmente a responséavel pela recuperagdo parcial da PAM observada na Figura
1A. Esse aumento nos niveis de AVP é seguido por uma queda nas proximas horas,
retornando a niveis basais na sexta hora (dado ndo apresentado). Isto ocorreu
simultaneamente a uma profunda hipotensdo secundaria a administracdo do LPS e

a um rapido aumento nas concentracdes plasméaticas de NO.

A deficiéncia de AVP durante o choque séptico em humanos foi demonstrada
por Landry e colaboradores (1997). Eles observaram que pacientes com choque
séptico apresentavam niveis de AVP inapropriadamente baixos, quando
comparados a pacientes com choque cardiogénico com grau similar de hipotensao.
Dessa forma, a desregulagéo da vasopressina parece contribuir para a fisiopatologia
da sepse e, recentemente, tem-se sugerido o uso da infusdo de AVP como uma
terapia alternativa para pacientes em chogue séptico refratario a terapia
vasopressora padrao (HOLMES et al., 2001; LANDRY et al., 1997; TSUNEYOSHI,

2001).

Uma possivel causa para a diminuicdo das concentracdes plasmaticas da

AVP durante o choque séptico poderia ser uma deplecdo do conteddo deste
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horménio na neurohipofise. No entanto, estudos anteriores demonstraram que o
conteado neurohipofisario de AVP nos animais com choque séptico ndo era

diferente dos animais controle (GIUSTI-PAIVA et al., 2002).

Estudo prévio de nosso laboratério mostrou pela primeira vez uma inter-
relacdo entre a sintese de NO e a liberacdo de AVP durante o choque
endotoxémico. Neste estudo, foi demonstrado que os niveis plasmaticos de AVP
aumentam logo apds uma injecdo i.v. de LPS em ratos e retornam rapidamente ao
basal, apesar da manutencdo de uma profunda hipotensdo. A injecéo
intracerebroventricular (i.c.v.) de aminoguanidina, um inibidor seletivo da iNOS, no
entanto, manteve as concentracdes de AVP elevadas e este efeito se correlacionou
com a manutencao da pressdo sanguinea (GIUSTI-PAIVA et al., 2002). Este mesmo
padrdo foi encontrado em outro estudo utilizando camundongos mutantes para o
gene da enzima iINOS (CARNIO et al., 2005). Esses dados sugerem que o NO
exerce uma influéncia ténica inibitoria sobre a secrecdo de AVP durante o choque

séptico experimental.

Além disso, a NOS e RNAmM para a NOS estdo presentes em neurdnios
magnocelulares do SON e PVN, onde a AVP é sintetizada; na neurohipdfise, onde a
AVP é estocada; e no orgao subfornicial (SFO), 6rgéo vasculoso da lamina terminal
(OVLT), nucleo pre-optico mediano (MnPO) e nucleo do trato solitario (NTS), que
sao estruturas anatomicamente conectadas com o SON e PVN e essenciais para o
controle da secrecdo de AVP (CORREA et. al.,, 2007). Assim, o decréscimo nas
concentracdes plasmaticas de AVP durante o choque séptico experimental pode ser

devido a uma inibicdo dos neurdnios vasopressinérgicos pelo NO derivado da iNOS.
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A ketamina é geralmente indicada para analgesia/anestesia em pacientes
sépticos, devido suas acdes estimuladoras sobre o0 sistema nervoso simpatico,
mantendo a pressdo sanguinea e preservando a funcdo cardiaca (WHITE; WAY;
TREVOR, 1982). Em nosso estudo, a administracéo intravenosa de uma dose média

de ketamina atenuou a hipotenséo induzida pelo LPS em ratos.

Taniguchi, Shibata e Yamamoto (2001) sugeriram que, além de sua acdo em
aumentar a atividade simpatica, a ketamina inibiria o desenvolvimento da disfuncao
cardiovascular também através de suas propriedades antiinflamatérias. Neste
estudo, o pré-tratamento com ketamina atenuou a resposta das citocinas ao LPS,
sugerindo que a prevencdo no aumento do TNF-a e IL-6, que sdo agentes
vasodilatadores, foi importante para evitar o desenvolvimento da disfuncéo
cardiovascular. Varios outros autores descreveram este papel inibitorio da ketamina
sobre citocinas inflamatoérias, como TNF-a, IL-6, IL-8 e NFk-B, in vitro e in vivo
(KAWASAKI et al., 2001; ; LARSEN et al., 1998; ; SONG et al., 2006; SUN et al.,
2004; TAKENAKA et al, 1994; TANIGUCHI et al., 2003; YU et al, 2002; YU et al,

2007).

Nossos dados mostram, pela primeira vez, que a administragcdo de uma dose
meédia de ketamina potencia significativamente a liberacdo de vasopressina induzida
pelo LPS (Figura 2C), colaborando para a atenuacdo na hipotensdo induzida por
este modelo de choque endotoxémico. No entanto, o grupo injetado com salina +
ketamina n&o mostrou o0 mesmo padrdo, mantendo niveis plasmaticos de AVP
semelhantes ao do grupo salina + salina, sugerindo uma acéo da ketamina sobre a
liberacdo de AVP especificamente relacionada a fisiopatologia do choque séptico. A
dose que utilizamos neste trabalho baseia-se em estudo de Taniguchi e

colaboradores (2003), que mostrou efeitos mais favoraveis da ketamina quanto a
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hipotensao, acidose metabdlica, resposta das citocinas e taxas de mortalidade para

a dose de 10mg/kg.

Em nosso estudo piloto com o grupo LPS + ketamina, encontramos que as
concentragdes plasmaticas de AVP retornavam a valores basais na sexta hora (dado
ndo apresentado), o que acreditamos se dar devido a meia-vida da ketamina ser de

2-3 horas.

Pouco se sabe sobre a acdo da ketamina sobre a producdo de éxido nitrico
na sepse. Shimaoka e colaboradores (1996) e Li e colaboradores (1997)
encontraram uma acdo inibidora da ketamina sobre a producdo de NO em
macrofagos in vitro. No entanto, na analise de culturas de células gliais, a ketamina

nao mostrou alteracao significativa na liberacdo de NO (SHIBAKAWA et al., 2005).

Diante da provavel acao tbnica inibitéria do NO sobre a liberacdo da AVP e
das propriedades antiinflamatérias da ketamina, testamos a hipétese de que a
ketamina estimularia a liberacdo de AVP através de uma acao inibitéria sobre a
producdo de NO. No entanto, nossos dados ndo mostraram esta acao, visto que 0s
niveis plasmaticos de NO nos animais sépticos que receberam a injecdo de
ketamina mantiveram-se semelhantes aos dos animais estimulados apenas com a
endotoxina. Isto pode ser explicado por diferentes efeitos apresentados pelo NO
produzido no SNC e sistemicamente, sugerindo novos estudos onde o papel do NO

central seja elucidado.

Nossos dados mostraram apenas alteragbes pontuais nos parametros
hemodinamicos no grupo salina + ketamina. Diante disto, verificamos qual seria a
participacdo da AVP e da estimulagdo simpatica na manutencdo da pressao

sangiinea nos ratos sépticos injetados com ketamina. Para tanto, utilizamos um pré-
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tratamento com um inibidor simpatico central, a moxonidina. Os resultados
mostraram um papel vasopressor produzido principalmente pela acdo da AVP, em
relacdo a estimulacdo simpatica, na manutencdo da pressdo sanguinea induzida
pela ketamina. Assim, nestes animais, a inibicdo simpatica prévia inibiu
significativamente a potencializacdo no aumento da FC induzido pela ketamina
(Figura 3D), porém nao evitou a recuperacdo da PAM (Figura 3C), preservando a

funcao cardiovascular.
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6- CONCLUSAO
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A ketamina produziu uma atenuacdo da hipotensdo induzida pelo LPS em
ratos;

A administracdo de ketamina em ratos sépticos potencializou a liberacdo de
vasopressina induzida pelo LPS e n&o produziu alteragdo em suas
concentragfes em animais ndo-septicos;

A administracdo de ketamina ndo alterou a producdo de NO plasmatico
induzida pelo LPS em ratos;

A potencializacdo na liberacdo de vasopressina pela ketamina no choque
séptico em ratos parece nao dar pela via do NO plasmatico;

A preservacao da funcdo cardiovascular produzida pela ketamina no choque
séptico em ratos parece se dar mais por sua acdo potencializadora sobre a
liberacdo de vasopressina do que por sua agao estimuladora sobre o sistema

simpatico.
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