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RESUMO

OLIVEIRA-PELEGRIN, G. R. Participacéo do 6xido nitrico na expresséao de
vasopressina e ocitocina durante sepse polimicrobiana experimental.
2009. 118f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Sepse induz exagerada produgdo de mediadores inflamatérios, como o
oxido nitrico (NO), e causa alteragbes cardiovasculares, neuroendocrinas e de
temperatura corporal (Tc). Na fase tardia da sepse existe liberagcdo basal de
vasopressina (AVP), apesar da hipotensao persistente. Uma hipétese para isso
seria a inibicdo da sintese de AVP pelo aumento da producdo de NO. Nosso
objetivo foi investigar a possivel participagdo do NO, produzido centralmente
pelas isoformas de NO sintase (NOS), na expressao de AVP e ocitocina (OT),
na resposta cardiovascular e de Tc durante sepse experimental. Ratos Wistar
receberam injegdo i.c.v. de L-NAME, inibidor n&o seletivo de NOS (250ug/pL),
ou de aminoguanidina (AG,250ug/uL), inibidor seletivo da isoforma induzida
(NOSi). Outro grupo recebeu inibidor da guanilato ciclase soluvel
(ODQ,0,25ug/uL). Grupos controles receberam veiculos (salina ou DMSO1%).
Trinta minutos apos as inje¢des, foi induzido sepse por ligadura e perfuragéo
cecal (CLP) ou operacao ficticia. Os animais foram divididos em 4 grupos: 1)
avaliagcdo da sobrevida, 2) determinagao da Tc, 3) afericdo da presséao arterial
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) e 4) avaliagdo de parametros
hidroeletroliticos e secrecédo de AVP e OT. A CLP promoveu alta mortalidade,
aumentou NO progressivamente, diminuiu PAM e aumentou FC. A
concentragao plasmatica de AVP (AVPp) aumentou na fase inicial da sepse e
por seu efeito antipirético pode ter contribuido para a hipotermia observada. A
razdo de expressdao para ambos os horménios diminuiu nos nucleos
supraéticos (SON) e paraventriculares (PVN). Na fase tardia AVPp estava
basal e sua expressao nos SON e PVN mais diminuida do que na fase inicial. A
expressao de OT diminuiu somente no SON. O pré-tratamento com L-NAME
aumentou a sobrevida, reduziu a producdo de NO até 20h, aumentou PAM e
Tc, e manteve a FC semelhante ao grupo veiculo. AVPp aumentou
simultaneamente a diminuicdo da razdo de expressao em ambos 0s nucleos.
Na fase tardia, o grupo L-NAME apresentou NO aumentado e expressao de
AVP diminuida, aparentemente contribuindo para AVPp basal e hipotensdo. O
L-NAME diminuiu a razdo de expressao de OT na fase inicial, mas aumentou
na fase tardia. A inibicdo de NOSIi pela AG aumentou ainda mais a sobrevida e
Tc. Apesar de nao bloquear a produgcéo de NO a AG aumentou a expressao de
AVP e OT e manteve AVPp constante e acima da basal. Injecdo i.c.v de AG
aumentou PAM somente na fase inicial da sepse. O pré-tratamento com ODQ
foi 0 mais eficiente em aumentar a sobrevida e Tc apdés CLP. Entretanto, ndo
alterou o aumento progressivo de NO, e ainda diminuiu a expressao de AVP e
OT. A AVPp basal apds ODQ contribuiu para a hipotensdo observada durante
todo o periodo. Esses resultados mostram que aumento central de NO apés
CLP inibe a expressdo de AVP e OT independente de GMPc no SON e
parcialmente dependente no PVN. A inibicdo da expressdo de AVP na fase
tardia da sepse resulta em concentragao basal do hormdnio contribuindo para a
hipotensdo. Em nossos experimentos o controle da temperatura corporal teve
maior contribuicdo no aumento da sobrevida durante sepse polimicrobiana do
que a regulacao neuroenddcrina e/ou cardiovascular.

Palavras-chaves: hipotalamo, hipotensdo, L-NAME, aminoguanidina, ODQ.



ABSTRACT

OLIVEIRA-PELEGRIN, G.R. Involvement of nitric oxide in vasopressin and
oxytocin expression during experimental polymicrobial sepsis. 2009. 118f.
Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Sepsis induces massive production of inflammatory mediators, such as
nitric oxide (NO), and causes cardiovascular, neuroendocrine and body
temperature (Tb) alterations. In the late phase of sepsis there is a basal
vasopressin (AVP) release despite the persisting hypotension. One reason
could be the inhibition of AVP synthesis by the increase in NO production. Our
aim was to investigate the possible involvement of NO, produced centrally by
NO synthase (NOS) isoforms, on AVP and oxytocin (OT) expression,
cardiovascular response and Tb during experimental sepsis. Male Wistar rats
received an i.c.v. injection of the non-selective NOS inhibitor L-NAME
(250ug/uL), or of aminoguanidine (AG,250ug/uL), a selective inhibitor of its
inducible isoform (iNOS). Another group received soluble guanylate cyclase
inhibitor (ODQ,0.25ug/uL). Control groups received vehicles (saline or
DMSO1%). Thirty minutes after the injections, sepsis was induced by cecal
ligation and puncture (CLP), or the rats were sham operated. The animals were
divided into 4 groups for: 1) assessment of survival, 2) determination of Tb, 3)
measurement of blood pressure (MAP) and heart rate (HR), and 4) evaluation
of hydroelectrolytic parameters and AVP and OT secretion. The CLP promoted
high mortality and progressive increase in NO levels. It also decreased MAP
and increased HR. The AVP plasma concentration (AVPp) increased in the
early phase of sepsis and its antipyretic effect may have contributed to the
observed hypothermia. The expression ratio of both hormones was reduced in
the supraoptic (SON) and paraventricular (PVN) nuclei. In the late phase, AVPp
was basal and its expression decreased in both nuclei more than in the initial
phase. The OT expression decreased only in the SON. L-NAME pretreatment
increased the survival and reduced the NO production until 20h. MAP and Tb
were increased, while HR remained similar to that observed in the vehicle
control group. AVPp increased simultaneously to the decrease of its expression
ratio in both nuclei. In the late phase, the L-NAME group showed NO levels
increased and decreased AVP expression, apparently contributing to basal
AVPp and hypotension. The L-NAME decreased OT expression ratio in the
initial phase, but increased in the late phase. Inhibition of INOS by AG further
increased the survival and Tb. Even though AG did not block NO production, it
increased AVP and OT expression and kept AVPp constant and above the
baseline. AG pretreatment increased MAP only in the initial phase of sepsis.
The ODQ pretreatment was more efficient to increase survival and Tb after
CLP. However it neither altered the progressive NO increase nor the decrease
in AVP and OT expression ratio. The basal AVPp after ODQ contributed to
hypotension observed during the studied period. These results show that the
increased central NO levels observed after CLP inhibit cGMP-independent
hormone expression in the SON and partially dependent in the PVN. Inhibition
of AVP expression, in the late phase of sepsis, results in basal concentrations
of this hormone further contributing to hypotension. In our experiments the
control of body temperature during polymicrobial sepsis had greater contribution
in survival than the neuroendocrine and/or cardiovascular regulation.

Key words: hypothalamus, hypotension, L-NAME, aminoguanidine, ODQ.
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Tamb — temperatura ambiente

Tb - body temperature

TBE - tribroetanol

Tc — temperatura corporal

TE - tampéo tris-HCI-EDTA

TNFa. - fator de necrose tumoral alfa

Ul — unidades internacionais
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A presenca de microorganismos patogénicos ou potencialmente
patogénicos, como bactérias gram-negativas ou gram-positivas, fungos,
parasitas ou virus, em tecidos, ou fluidos ou cavidades corporais normalmente
estéreis leva a infeccdo. Todo processo infeccioso desencadeia uma resposta
inflamatéria do hospedeiro, cuja magnitude pode ser diferente em cada
individuo. A complexa interacdo entre o organismo e o0 agente infeccioso
resulta no processo fisiopatoldégico que antigamente foi definido como
septicemia e hoje € denominado sepse (BONE, 1991; BONE et al., 1992;
BARON et al., 2006; VINCENT, KORKUT, 2008). As diferentes etapas desse
processo foram inicialmente definidas por William Osler em 1892 (apud
(BARON et al., 2006). Em 1991 na Conferéncia de Consenso de Sepse foram
padronizados parametros para identificacdo de cada uma dessas etapas
(BONE et al., 1992). Esses parametros vém sendo reavaliados nas
subsequentes conferéncias e hoje compdem as diretrizes da “Surviving Sepsis
Campaign” para diagnostico precoce e tratamento adequado em cada etapa do
processo fisiopatolégico da sepse, com 0 objetivo Unico de diminuir a taxa de
mortalidade (LEVY et al., 2003; SILVA et al., 2006; DELLINGER et al., 2008;
VINCENT, KORKUT, 2008).

O desenvolvimento de alteragdes clinicas, hematolégicas, bioquimicas e
imunoldgicas associadas a infec¢cdo caracteriza a sepse, a qual quando
complicada pela disfungcdo organica é denominada sepse severa. O choque
séptico se refere a um estado de faléncia circulatéria aguda com hipotensao
arterial apesar da reposicdo volémica fazendo-se necessario a terapia
vasopressora para manutencdo de uma pressao arterial a valores aceitaveis. A
hipotensdo, normalmente associada a alteracdo na perfusdo tecidual, é
definida como pressdo arterial sistélica abaixo de 90mmHg ou reducao de
40mmHg da pressao arterial média basal (BONE et al.,, 1992; LEVY et al.,
2003; VINCENT, KORKUT, 2008).

No entanto, essa estratificacdo do processo fisiopatologico da sepse é
muito simplista diante das mudltiplas facetas dessa condicdo multifatorial, na
qual existe interacdo de varios componentes, inclusive genético (HOLMES et
al., 2003; TRENTZSCH et al.,, 2003; SALOMAOQO et al., 2009). Por isso, na
conferéncia de 2003, para melhor caracterizar a gravidade do paciente em

sepse foi proposto o conceito “PIRO” (Predisposition, Insult infection,
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Response, Organ dysfunction), o qual considera, além da resposta inflamatéria,
também outros fatores que podem contribuir para o desenvolvimento e o
desfecho do quadro séptico, como co-morbidades, idade, fatores genéticos, o
processo infeccioso per se (tipo de microorganismo e local da infeccédo) e a
fungéo dos 6rgéos ou o grau de acometimento dos mesmos (LEVY et al., 2003;
DELLINGER et al., 2008; VINCENT, KORKUT, 2008).

Sepse severa e choque séptico sdo as maiores causas de mortes em
Unidades de Terapia Intensiva em todo o mundo (BONE, 1991; PARRILLO,
1993; BONE et al., 1997; ANGUS, WAX, 2001). No Brasil, Silva et al. (SILVA et
al., 2004) encontraram incidéncia de 57 casos de sepse por 1000 pacientes por
dia ao avaliarem cinco hospitais das regides sul e sudeste no periodo de maio
de 2001 a janeiro de 2002. De acordo com o Instituto Latino-Americano de
Sepse (ILAS), em 2003 no Brasil aconteceram 398.000 casos e 227.000

mortes por choque séptico.

1.1. Fisiopatologia da sepse

A interacdo de varios componentes como infecciosos, imunoldgicos,
endocrinos, hemodinamicos, cardiovasculares e até mesmo genéticos
(HOLMES et al.,, 2003; TRENTZSCH et al., 2003; DE MAIO et al.,, 2005;
SALOMADO et al., 2009), pode levar a uma resposta exacerbada do organismo
com producéo de varios mediadores inflamatorios e consequentes alteracdes
fisiolégicas (BONE, 1991; PARRILLO, 1993; BONE et al., 1997; ANNANE et
al., 2005; ROCHA et al., 2006).

A resposta inflamatéria €, geralmente, causada pela acdo de
componentes da parede de bactérias, como o lipopolissacarideo (LPS) das
gram-negativas, ou o acido lipoteicéico (LTA) das gram-positivas, embora
também possa ser causada por fungos, virus e parasitas (PARRILLO, 1993;
GLAUSER et al., 1994; SANDS et al., 1997; THIEMERMANN, 1997;
SALOMAO et al., 2002; HANNA, 2003). Em 85% dos casos de choque séptico
h& co-infeccdo de gram-negativas e gram-positivas (HANNA, 2003).

O fator de necrose tumoral o (TNF-a), as interleucinas (IL) 1, IL-6, IL-8,

IL-12, interferon-y (IFN-y), 6xido nitrico (NO), fator ativador de plaquetas (PAF),
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leucotrienos e prostaglandinas (PGs) séo alguns dos mediadores inflamatérios
produzidos durante a sepse. Muitos desses apresentam interacdes complexas,
podendo ser sinérgicas ou antagonicas, atuando para aumentar a resposta do
hospedeiro a infeccdo e limitar a inflamacdo ou romper a homeostase por
estimular a producdo de outros mediadores (BONE, 1991; RIOS-SANTOS et
al., 2003; BENJAMIM et al., 2005). A liberacdo excessiva de mediadores
inflamatorios durante a sepse pode direta ou indiretamente ativar neurdnios
envolvidos em diferentes funcbes organicas, como autondémicas,
neuroenddcrinas e comportamentais (MCCANN et al., 2000; ENGBLOM et al.,
2002; KOVACS, 2002).

1.2. Modelos de experimentais de sepse

A sepse em humanos € uma sindrome complexa e terapeuticamente
desafiadora, na qual diversos sistemas organicos estdo interligados e
desequilibrados. Véarios modelos experimentais tém sido desenvolvidos para o
estudo dos aspectos fisiopatoldgicos e das consequéncias sistémicas da
sepse, assim como para investigacado de agentes potencialmente terapéuticos
e seus mecanismos de acao.

O modelo experimental ideal para sepse ndo existe, porque nenhum
mimetiza completamente a complexidade clinica e a heterogeneidade de
pacientes sépticos (ESMON, 2004; GARRIDO et al., 2004; DEITCH, 2005;
RITTIRSCH et al., 2007). Entretanto, a sepse polimicrobiana por CLP tem sido
um dos modelos experimentais mais amplamente usados e atualmente
considerado como o “padrédo ouro” (“gold standard”) na pesquisa de sepse
(DEITCH, 2005; HUBBARD et al., 2005; RITTIRSCH et al., 2007). A presenca
de microbiota variada (bactéria gram-negativas, gram-positivas, aerébias,
anaerodbias) do préprio organismo, injaria tecidual, foco infeccioso, liberacéo de
produtos bacterianos e progressao da infeccao relacionam o modelo de CLP a
problemas clinicos como perfuracdes colbnicas e diverticulite (GARRIDO et al.,
2004; HUBBARD et al., 2005; ROCHA et al., 2006; RITTIRSCH et al., 2007).
Esse modelo experimental ainda apresenta vantagens como relativa

simplicidade, reprodutibilidade e possibilidade de controlar o grau de
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contaminagao bacteriana na cavidade peritoneal, e consequentemente, a
mortalidade, pela mudanc¢a do tamanho da agulha e/ou numero de perfuracdes
realizadas no ceco. Em contrapartida, variabilidades na mortalidade podem ser
encontradas mesmo quando protocolos iguais sdo usados devido a fatores aos
quais, na maioria das vezes, ndo sao considerados como, por exemplo,
diferencas no tamanho da incisdo na pele e musculo, no comprimento ligado do
ceco e volume de conteudo fecal extravasado para a cavidade peritoneal
(BAKER et al., 1983; DEITCH, 1998; SINGLETON, WISCHMEYER, 2003;
GARRIDO et al., 2004; DEITCH, 2005; HUBBARD et al., 2005; ROCHA et al.,
2006; RITTIRSCH et al., 2007). Por isso, a padronizagdo do procedimento de
inducdo da sepse polimicrobiana por CLP tem relevante importancia na

consisténcia e reprodutibilidade dos resultados.

1.3. Horménios neurohipofiséarios: vasopressina e ocitocina

Os hormdnios nonapeptideos vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) sao
sintetizados nos neurbénios magnocelulares dos ndcleos supradpticos (SON) e
paraventriculares (PVN) do hipotalamo ou em agrupamentos de células
espalhadas pelo hipotdlamo lateral e medial, denominadas nucleos acessorios
(DU VIGNEAUD, 1954; GEORGE, JACOBOWITZ, 1975; CUNNINGHAM,
SAWCHENKO, 1991). As vesiculas neurossecretérias sao transportadas ao
longo de axdénios que se projetam desses nucleos para a neurohipofise. Os
horménios ficam estocados nas dilatacdes bulbosas das termina¢des nervosas
na neurohipoéfise, as quais estéo localizadas sobre as superficies dos capilares
para dentro dos quais AVP e OT séo liberados mediante estimulos que geram
potenciais de acdo nas magnocélulas hipotalamicas e se propagam
axonalmente  (SAWCHENKO, SWANSON, 1983; CUNNINGHAM,
SAWCHENKO, 1991). Os estimulos mais potentes para liberacdo desses
horménios sdo aumento de osmolalidade plasmatica, hipotenséo e hipovolemia
(DUNN et al., 1973; CUNNINGHAM, SAWCHENKO, 1991; KADEKARO et al.,
1992). Outros estimulos como aumento de angiotensina Il, febre, endotoxinas,
prostaglandinas (PGs), interleucina 1 (IL-1), nausea e estresse também sao

capazes de estimular a liberagdo dos hormonios AVP e OT (NAITO et al., 1991;
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PITTMAN, BAGDAN, 1992; PITTMAN, WILKINSON, 1992; HOLMES et al.,
2001; GIUSTI-PAIVA et al., 2002; KOVACS, 2002).

Os nonapeptideos AVP e OT diferem em apenas dois aminoacidos e
apesar dos genes desses horménios serem muito semelhantes também na
organizacdo intron-exon, a sequéncia promotora 5 de ambos é diferente,
consequentemente, a regulacdo e funcdo sao diferentes (IVELL, RICHTER,
1984). Contudo, a grande semelhanca estrutural explica a parcial similaridade
funcional entre AVP e OT. A vasopressina desempenha importante funcédo na
regulacdo da pressdo arterial por ser um potente vasoconstritor
(CUNNINGHAM, SAWCHENKO, 1991; HOLMES et al., 2001). A ocitocina
causa queda da pressédo arterial possivelmente por estimular a liberacdo do
peptideo atrial natriurético (ANP) (GUTKOWSKA et al., 2000; ANTUNES-
RODRIGUES et al, 2004). Ambos AVP e OT ainda atuam como
neurotransmissores com acbes regulatérias da temperatura corporal
(antipiréticos enddgenos do sistema nervoso central), da pressédo sanguinea e
no controle comportamental (KOVACS, DE WIED, 1983; DE WIED et al., 1993;
KOVACS, DE WIED, 1994; PITTMAN et al., 1998)

1.4. Horménios neurohipofisarios na sepse

A secrecdo de vasopressina apresenta uma resposta bifasica durante
sepse clinica e experimental sendo muito mais estudada do que a ocitocina
nesse contexto. Na fase inicial da sepse, estudos clinicos e experimentais
relatam elevada concentracdo plasmatica de AVP, mas no decorrer desse
processo fisiopatoldgico, apesar da significativa queda da pressao arterial, a
secrecdo de AVP diminui e as concentracfes permanecem inadequadamente
baixas, 0 que contribui para a hipotensédo e choque vasodilatatério (LANDRY et
al., 1997; GIUSTI-PAIVA et al., 2003; SHARSHAR et al., 2003; WESTPHAL et
al., 2004; CORREA et al., 2007; PANCOTO et al., 2008; ATHAYDE et al., 2009;
OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).

Algumas hipéteses para a secrecéo inadequada de AVP na fase tardia
da sepse sdo: diminuicdo dos estoques neurohipofisarios (HOLMES et al.,
2001; SHARSHAR et al., 2002; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009); alterac&o
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dos reflexos autonémicos (HOLMES et al., 2001; PANCOTO et al., 2008) e
excessiva producao de 6xido nitrico (NO) no sistema nervoso central, inibindo a
liberacdo de AVP (HOLMES et al., 2001; GIUSTI-PAIVA et al., 2002; GIUSTI-
PAIVA et al., 2005; CARNIO et al., 2006; ROCHA et al., 2006; CORREA et al.,
2007).

1.5. Oxido nitrico (NO): mediador inflamatério e neurotransmissor gasoso

O NO faz parte de uma nova classe de mensageiros moleculares
responsaveis pelo controle de uma grande variedade de funcdes bioldgicas. A
producdo desse radical livre biatbmico é catalisada pela enzima NO sintase
(NOS) que utiliza como precursor a L-arginina consumindo também NADPH e
O, (PALMER, MONCADA, 1989; KNOWLES, MONCADA, 1994;
THIEMERMANN, 1997; FEIHL et al., 2001). Existem trés isoformas de NOS: a
endotelial (NOSe) e a neuronal (NOSnN) que séo constitutivas e dependentes do
aumento de calcio intracelular para a ativacdo, e a isoforma induzida (NOSI)
por citocinas, cuja ativacdo é independente de calcio intracelular e a auto-
inibicdo por NO € muito menos sensivel que as constitutivas (THIEMERMANN,
1997; FEIHL et al., 2001). Apesar da meia-vida extremamente curta (poucos
segundos), o NO em condi¢Bes fisiologicas € um gas com passagem livre
através de membranas biolégicas (WELCH, LOSCALZO, 1994; FEIHL et al.,
2001) e atua principalmente através da guanilato ciclase soluvel (GCs), que
quando ativada, aumenta a producdo de GMP ciclico (GMPc) (MONCADA et
al., 1991; SOUTHAM, GARTHWAITE, 1993; NELSON et al., 1997; GUIX et al.,
2005).

Durante a fase inicial da sepse, o aumento na producdo de NO é
importante e desejavel, pois dentre os efeitos benéficos desse mediador estdo
a vasodilatacédo, prevencao da adesdo plaquetéaria e leucocitéria, aumento do
fluxo sangiiineo na microcirculacdo, e aumento da defesa do hospedeiro por
sua atividade bactericida e tumoricida. Porém, em fase mais tardia da sepse,
provavelmente, quando ha ativacdo também da NOS induzida (NOSIi), a
producdo de NO é exagerada e isso contribui muito para as caracteristicas

fisiopatoldégicas da sepse, como intensa vasodilatacdo periférica, severa
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hipotensdo, hiporresponsividade a agentes vasoconstritores, disfuncao
miocardica, faléncia no rolamento de leucécitos e reducdo da migracdo de
neutroéfilos para o foco inflamatorio (MONCADA et al., 1991; THIEMERMANN,
1997; BENJAMIM et al., 2000; FEIHL et al., 2001; BENJAMIM et al., 2002;
FERNANDES et al., 2006; RIOS-SANTOS et al., 2007).

O NO também participa da neurotransmissdo e modulacdo
neuroenddcrina (BRANN et al., 1997; KADEKARO, 2004; GIUSTI-PAIVA et al.,
2005). Esse mediador gasoso tem sido descrito como modulador inibitorio da
liberagdo de vasopressina, ocitocina e hormoénio corticotrofico em neurénios
magnocelulares e parvocelulares do hipotalamo (URIBE et al., 1999; GIUSTI-
PAIVA et al., 2002; TERRELL et al., 2003; GIUSTI-PAIVA et al., 2005; CARNIO
et al., 2006; ROCHA et al., 2006). No sistema nervoso central as enzimas NOS
podem ser encontrada, principalmente no cerebelo e hipotalamo, e sua
atividade pode ser bloqueada pela administragao intracerebroventricular (i.c.v.)
de inibidores nédo seletivos como L-NMMA e L-NAME (THIEMERMANN, 1997;
KADEKARO et al., 1998; KADEKARO, SUMMY-LONG, 2000). A inibicao da
NOS pelo L-NAME resulta em aumento na frequéncia de disparos de neurénios
do SON em fatias de hipotalamo de ratos (LIU et al., 1997). Adicionalmente, a
administracéo i.c.v. desse inibidor eleva as concentracdes plasmaticas de AVP
e OT, indicando que o NO pode tonicamente inibir a liberacdo desses
horménios (KADEKARO et al., 1998; KADEKARO, SUMMY-LONG, 2000;
GIUSTI-PAIVA et al., 2003).

1.6. Oxido nitrico e hormonios neurohipofisarios na sepse

A ativacao do eixo hipotalamo-neurohipdfise e liberagcdo de AVP e OT
tem sido observada em modelos experimentais de endotoxemia por LPS
(GIUSTI-PAIVA et al.,, 2002; CARNIO et al., 2005; BORGES, DA ROCHA,
2006) e sepse polimicrobiana por CLP (CORREA et al., 2007; PANCOTO et al.,
2008; ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).

A producédo de NO durante sepse polimicrobiana € menor e mais lenta
do que no modelo de endotoxemia (VROMEN et al., 1996; FEIHL et al., 2001;
CORREA et al., 2007; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009). Na fase inicial da
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sepse por CLP, quando a producdo de NO ainda ndo esti tdo elevada, foi
observado aumento na expressdo de c-fos (proto-oncogene de expresséo
rapida indicativo de ativacdo celular) em magnocélulas ocitocinérgicas e
vasopressinérgicas do SON e PVN, e em estruturas cerebrais que enviam
aferéncias para esses nucleos, tais como, organum vasculosum da lamina
terminalis (OVLT), 6rgdo subfornical (SFO), nicleo do trato solitario (NTS),
area postrema (AP), locus coeruleus (LC) e medula ventro lateral bulbar
(RVLM) (CORREA et al.,, 2007, BRUHN et al., 2009). Essas estruturas
cerebrais quando ativadas estimulam os SON e PVN e contribuem para o
aumento na concentracdo plasmatica de AVP (CORREA et al., 2007;
OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009). Porém, com o0 aumento progressivo de NO
a fase tardia da sepse polimicrobiana foi marcada por diminuicdo no nimero de
células imunorreativas a Fos nos SON e PVN do hipotdlamo e, apesar do
aumento no conteddo hormonal nesses nucleos, h4 comprometimento na
reposicao dos estoques neurohipofisarios de AVP resultando em concentracao
plasmatica basal desse horménio (CORREA et al., 2007; PANCOTO et al.,
2008; ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).

A ativacdo neuronal pode implicar na alteragdo da sintese de AVP e OT.
Alguns estudos sugerem que a proteina Fos juntamente com a proteina Jun
formam heterodimeros que podem se ligar a regido dos genes avp e ot
modulando a transcricdo dos mesmos (CURRAN, FRANZA, 1988; DA
SILVEIRA et al., 2007). A diminuicdo na ativagdo neuronal em magnoceélulas
hipotalamicas pode estar relacionada a modulacdo do NO, causando por
exemplo, diminuicdo da sintese de AVP, o que explicaria a liberacdo basal

desse hormonio na fase tardia da sepse.
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7

A fase tardia da sepse clinica e experimental é caracterizada por
concentracdo basal de vasopressina apesar da hipotensdo persistente.
Vasopressina e ocitocina séo sintetizadas em neurbnios magnocelulares dos
ndcleos supradticos e paraventriculares do hipotalamo e estocadas na
neurohipdfise para liberacdo na circulacdo plasmética mediante estimulos
como, por exemplo, a hipotensdo. Na fisiopatologia da sepse a excessiva
producdo de mediadores infamatorios é a principal causa das alteracfes
centrais e periféricas, como por exemplo, funcdo neuroenddcrina, regulacéo
cardiovascular e termorregulagdo. Uma das hipoteses para a concentragdo
basal de vasopressina na fase tardia da sepse é a inibicao da sintese hormonal
pelo aumento na producédo central de 6xido nitrico que atua principalmente pela
ativacdo da guanilato ciclase soluvel e producdo de GMP ciclico.

Os objetivos desse estudo foram investigar a possivel participacdo do
oxido nitrico, produzido centralmente pelas isoformas da enzima 6xido nitrico
sintase, na expressado de vasopressina e ocitocina, na resposta cardiovascular
e na regulacdo da temperatura corporal durante sepse polimicrobiana

experimental. Para isso nos propomos a responder as seguintes perguntas:

1 - Auséncia ou menor producdo de o6xido nitrico seria benéfica na
resposta neuroenddcrina, cardiovascular e termorregulatoria apds sepse

polimicrobiana?

2 — As alteracOes de liberacdo e/ou expressao hormonal nos nudcleos

hipotalamicos durante a sepse € mediada por GMP ciclico?

3 — A melhora nas fungBes neuroenddcrinas e cardiovasculares aumenta

a sobrevida apds sepse polimicrobiana?
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v Inibicdo central de NO é benéfica para sobrevida e controle da temperatura
corporal, mas o beneficio nas fun¢des neuroenddcrinas e cardiovasculares se

restringe a fase inicial da sepse polimicrobiana por CLP.

v O NO centralmente produzido pelas isoformas constitutivas e,
principalmente, pela induzida de NOS apds a sepse inibe a expressao de
vasopressina e ocitocina de forma independente de GMPc no SON e
parcialmente dependente da via NO-GCs-GMPc no PVN.

v A inibicdo da expressdao de AVP na fase tardia da sepse, aparentemente,
resulta em concentracdo basal do horménio contribuindo para a hipotenséo.

v A expressdo de OT esta intensamente diminuida no SON, mas
aparentemente aumentada no PVN, sugerindo dissociacdo nos efeitos do NO

em neurdnios ocitocinérgicos de ambos 0s nucleos hipotalamicos.

v" O controle da temperatura corporal teve maior contribuicdo no aumento da
sobrevida durante sepse polimicrobiana por CLP do que a regulacéo

neuroenddcrina e/ou cardiovascular.

v" A hipotermia apés sepse polimicrobiana pode ser mediada pela via NO-
GMPc ativada pelo NO centralmente produzido, principalmente, pela NOS
induzida, ndo podendo descartar a hipotese de participacdo de outros

mediadores que atuam via GCs, como monoxido de carbono.
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