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RESUMO

MARTINS, T.F. Efeito do MK-886, um inibidor da sintese de leucotrienos,
na producao de oxido nitrico e na liberacao de vasopressina durante
sepse experimental. 2009. 74f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto - Universidade de Sao Paulo.
Ribeirdo Preto, 2009.

Evidéncias sugerem que os leucotrienos (LTs) e éxido nitrico (NO)
podem apresentar um papel na liberacdo de vasopressina (AVP) que ocorre
durante a fase inicial da sepse. Além disso, € conhecido que os LTs afetam a
producédo de NO. Nosso objetivo foi analisar o efeito do MK-886, um inibidor da
sintese de LTs, na producdo de NO e na liberagdo de AVP durante sepse
experimental. Ratos Wistar receberam injecdes i.p. de MK-886 (1.0, 2.0 ou
4.0mg/kg) ou veiculo (DMSO 5%) 1h antes da ligadura e perfuragdo cecal
(CLP) ou operacao ficticia. Em um grupo a taxa de sobrevida foi monitorada
durante 3 dias. Em outro grupo, os animais foram decapitados em 0, 4 e 24h
apods CLP ou operacéo ficticia, e o sangue foi coletado para a determinagéo da
osmolalidade, so6dio sérico, hematdcrito, proteinas plasmaticas, nitrato sérico e
cis-LTs e AVP plasmaticos. Além disso, foi avaliado o recrutamento de
neutréfilos para a cavidade peritoneal dos ratos. O CLP aumentou os niveis de
nitrato sérico, perda de proteinas, hematocrito e AVP plasmatica 4h apos a
cirurgia, além disso, causou uma mortalidade de 80% apds 3 dias de
observacdo. Os niveis de sodio sérico e a osmolalidade apresentaram
reducbes pequenas, enquanto os niveis de cis-LTs e o recrutamento de
neutréfilos permaneceram inalterados. O pré-tratamento com qualquer
concentracdo de MK-886 nao diminuiu a producao de nitrato sérico, a perda de
proteinas plasmaticas e o hematécrito. Além disso, ndo alterou os niveis de
sédio sérico, osmolalidade, cis-LTs plasmaticos, o recrutamento de neutréfilos
e a taxa de sobrevida. Porém, a liberacdao de AVP foi afetada de uma maneira
dose-dependente na fase inicial da sepse. Na fase tardia, a AVP plasmaética se
manteve em concentracdes basais e a administracdo de MK-886 nao alterou
essas concentracoes. Os resultados sugerem que o MK-886, um inibidor da
sintese de leucotrienos, pode afetar a liberacédo de vasopressina na fase inicial
da sepse e esse efeito parece ser independente da produgéo de éxido nitrico.

Palavras-chaves: Sepse, vasopressina, leucotrienos, CLP, éxido nitrico.
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ABSTRACT

MARTINS, T.F. Effect of MK-886, a LTs synthesis inhibitor, in oxide nitric
production and vasopressin release during experimental sepsis. 2009. 74f.
Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
- Universidade de Sao Paulo. Ribeirdo Preto, 2009.

Evidence suggests that leukotrienes (LTs) and nitric oxide (NO) may
have a role in vasopressin (AVP) release that occurs during the early phase of
sepsis. Moreover, LTs are thought to affect NO production. Our objective was to
analyze the effect of MK-886, a LTs synthesis inhibitor, on NO production and
AVP release. Male Wistar rats received i.p. injections of MK-886 (1.0, 2.0 or
4.0mg/kg) or vehicle (DMSO 5%) 1h before cecal ligation and puncture (CLP) or
sham operation. In one group the survival rate was monitored for 3 days. In
another group, the animals were decapitated at 0, 4 and 24h after CLP or sham
operation, and blood was collected for osmolality, serum sodium, hematocrit,
plasma protein, serum nitrate and plasma cys-LTs and AVP levels
measurement. Moreover, was evaluated neutrophil recruitment into the
peritoneal cavities of rat. CLP increased serum nitrate levels, protein leakage,
hematocrit, plasma AVP 4h after CLP, besides causing 80% mortality after 3
days of observation. The serum sodium levels and osmolality presented small
reduction, while cys-LT levels and neutrophil recruitment remained unchanged.
Pretreatment with any dose of MK-886 did not diminish nitrate production,
protein leakage and hematocrit. Besides, not did it alter serum sodium levels,
osmolality, plasma cys-LT levels and neutrophil recruitment. It also did not
affect survival rate. AVP release was, however, affected in a dose-dependent
manner in the early phase of sepsis. In the final phase of sepsis, plasma AVP
levels remained basal and the administration of MK-886 did not alter these
hormone levels. The results suggest that the MK-886, a LTs synthesis inhibitor,
may affect the release of vasopressin in the early phase of sepsis and that this
effect seems to be independent of nitric oxide production.

Keywords: Sepsis, vasopressin, leukotrienes, CLP, oxide nitric.
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RESUMEN

MARTINS, T.F. Efecto del MK-886, un inhibidor de la sintesis de LTs, en la
produccion de 6xido nitrico y en la liberacion de vasopresina durante
sepse experimental. 2009. 74f. Disertacién (Masters). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirao Preto - Universidade de Sao Paulo. Ribeirdo Preto,
2009.

Evidencias sugieren que los leucotrienos (LTs) y el 6xido nitrico (NO)
pueden presentar un papel en la liberacién de vasopressina (AVP) que ocurre
durante la fase inicial de sepse. Ademas, se sabe que los LTs pueden afectar
la produccién de NO. Nuestro objetivo fue analizar el efecto do MK-886, un
inhibidor de la sintesis de LTs, en la produccion de NO y en la liberacion de
AVP. Ratones Wistar recibieron inyecciones i.p. de MK-886 (1.0, 2.0 o
4.0mg/kg) o vehiculo (DMSO 5%) 1h antes de la ligadura y perforacién cecal
(CLP) o operacion ficticia. En un grupo la tasa de sobrevida fue supervisado
durante 3 dias. En otro grupo, los animales fueron decapitados en 0, 4 e 24h
después CLP o operacién ficticia, y la sangre fue colectada para la
determinacién de la osmolalidad, sodio sérico, hematocrito, proteinas
plasmaticas, nitrato sérico y cis-LTs y AVP plasmaticos. Ademas, fue avaluado
el reclutamiento de neutréfilos para la cavidad peritoneal de los ratones. Lo
CLP aumento los niveles de nitrato sérico, perdida de proteinas, hematécrito y
AVP plasmatica 4h después de la cirugia, ademas, causo una mortalidad de
80% después de 3 dias de observacion. Los niveles de sodio sérico y
osmolalidad presentaron reducciones pequeinas, mientras que los niveles de
cis-LTs y el reclutamiento de neutréfilos permanecieron inalterados. El pré-
tratamiento con cualquier concentraciéon de MK-886 no disminuyé la produccién
de nitrato, la perdida de proteinas y hematocrito. Ademas, no afecto los niveles
de sodio sérico, osmolalidad, cis-LTs plasmaticos y el reclutamiento de
neutrofilos ni alteré la tasa de sobrevida. Por tanto, la liberacién de AVP fue
afectada de una manera dosis-dependiente en la fase inicial de la sepse. En la
fase tardia de la sepse, la AVP plasmatica se mantuvo en concentraciones
basais y la administracion de MK-886 no altero esas concentraciones. Los
resultados sugieren que el MK-886, un inhibidor de la sintesis de LTs, puede
afectar la liberacion de vasopresina en la fase inicial de la sepse y ese efecto
parece ser independiente de la produccién de éxido nitrico.

Las palabras claves: Sepse, vasopresina, leucotrienos, CLP, 6xido nitrico.
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1.INTRODUCAO




Introdugcdo 2

1.1. Sepse e Choque séptico

Nos ultimos 100 anos, 0 nosso conhecimento aumentou em relagcao a
“sepse”, palavra de origem grega (2nwig, septikos) que significa putrefacdo. Em
1680, foram realizadas as primeiras descricoes sobre bactérias, mas ja em 200 anos
antes a relacdo entre esses microorganismos e infeccado tinha sido percebida por
alguns cientistas. Finalmente, em 1914, Schottmueller sugeriu que a liberacado de
germes patogénicos na circulagdo sangtiinea era responsavel por sinais e sintomas
sistémicos, caracterizados atualmente como sepse (VINCENT; ABRAHAM, 2006;
VINCENT; KORKUT, 2008).

Em 1991, a American College of Chest Physicians e a Society of Critical Care
Medicine (ACCP/SCCM) realizaram uma conferéncia com o objetivo de oferecer
uma definicao pratica para sepse, a fim de melhorar a capacidade de
reconhecimento da doenca e assim poder intervir com a terapéutica precocemente
(BONE et al., 1992).

Em 2001, foi realizada uma nova conferéncia com a finalidade de revisar as
definicbes de sepse propostas por Bone e colaboradores (BONE et al., 1992). Essa
segunda conferéncia acrescentou uma série de sinais e alteragdes laboratoriais
comumente encontrados nos pacientes, no sentido de se obter uma definicdo mais
especifica. Além disso, foi proposto o sistema “PIRO” (Predisposition, Insult infection,
Response, Organ dysfunction), o qual classifica os pacientes com base nas suas
condicbes de predisposicdo (comorbidades e fatores genéticos), natureza e
extensdo da infecgdo, magnitude da resposta inflamatoria, e o grau de disfuncéo de
orgaos. Esse sistema tem sido sugerido como um meio para melhor caracterizar os

pacientes que apresentam sepse (LEVY et al., 2003).
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De acordo com essas conferéncias, o termo Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica (SIRS) é usado para descrever uma reagao inflamatéria
desencadeada pelo organismo frente a um processo infeccioso (bactérias, fungos ou
virus) ou nao-infeccioso (pancreatite, isquemia, trauma ou grandes queimaduras).
SIRS é caracterizada quando o paciente apresenta duas ou mais das seguintes
condicoes: 1) Temperatura maior que 38 °C ou menor que 36 °C; 2) Freqliéncia
cardiaca superior a 90 batimentos/minuto; 3) Freqiéncia respiratéria superior a 20
movimentos/minutos; 4) Numero de leuc6citos no sangue periférico maior que
12.000/mm® ou menor que 4.000/mm? ou, ainda, presenca de mais de 10% de
formas jovens (bastonetes) (BONE et al., 1992; LEVY et al., 2003).

Sepse € definida quando o paciente apresenta uma resposta inflamatéria
sistémica (SIRS) secundaria a um processo infeccioso (BONE et al., 1992; LEVY et
al., 2003).

Sepse grave é caracterizada quando a sepse € acompanhada de qualquer
disfuncao organica. Seja ela: 1) cardiovascular (hipotensao arterial); 2) respiratéria
(lesdo pulmonar aguda levando a hipoxemia); 3) renal (oliguria e/ou creatinina
elevada); 4) hepatica (hiperbilirrubinemia direta); 5) hematolégica (plaquetopenia); 6)
e no sistema nervoso central (encefalopatia, alteracdo do estado mental) (BONE et
al., 1992; LEVY et al., 2003; SILVA, 2006).

Choque séptico consiste, segundo as conferéncias, em sepse grave seguida
de hipotensdo arterial persistente nao responsiva a reposicao volémica,
necessitando de drogas vasopressoras para restabelecer a pressao arterial (BONE
et al.,, 1992; LEVY et al., 2003; SILVA, 2006).

A hipotensdo e a hipoperfusdo podem levar a uma situacdo de funcgao

organica alterada, que resulta em quadro de disfuncédo e até em faléncia total dos
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orgaos, denominado sindrome de disfuncao multipla de 6rgaos (MODS) (BONE et
al., 1992; BONE; GRODZIN; BALK, 1997; LEVY et al., 2003).

Nos ultimos anos, estudos epidemioldgicos realizados em diferentes paises
tem apontado a sepse como uma das principais causa de morte em unidades de
terapia intensiva (ANGUS et al., 2001; DOMBROVSKIY et al., 2007; SOGAYAR et
al., 2008; HERON et al., 2009). Mais de 200 mil pacientes sépticos morrem por ano
nos Estados Unidos e os custos com esses pacientes giram em torno de 17 bilhdes
de délares (ANGUS et al., 2001).

No Brasil, a situagcdo nao é diferente, um estudo conduzido pelo Instituto
Latino Americano de Sepse (ILAS) em 21 UTls, revelou que a mortalidade por sepse
é grande, préximo a 44%, e os custos totais giram em torno de $ 10.000 por
paciente (SOGAYAR et al., 2008).

Apesar dos avangos no tratamento e diagnéstico de sepse, acredita-se que a
taxa de mortalidade vem crescendo possivelmente devido ao envelhecimento da
populacdo, aumento no emprego de técnicas invasivas e provaveis alteracées nos
agentes microbianos, tornando-os multiresistentes (BONE, 1991; ANGUS; WAX,
2001; HANNA, 2003).

Devido ao fato do numero de O&bito por sepse estar aumentando
continuamente (SILVA et al., 2004; DOMBROVSKIY et al., 2007), em outubro de
2002, deu-se inicio a uma campanha denominada sobrevivendo a sepse (Surviving
Sepsis Campaing). O principal objetivo da mesma era reduzir a mortalidade de
sepse em 25% num periodo de cinco anos, além de discutir alguns aspectos clinicos
que devem ser levados em consideracdo ao se tratar os pacientes sépticos
hospitalizados (DELLINGER et al., 2008). No Brasil, 43 hospitais ja aderiam ao uso

das condutas e pacotes preconizados pela campanha (TELES et al., 2008).
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1.2. Modelos de sepse experimental

Ha muita controvérsia acerca da adaptacdo de dados experimentais para
ensaios clinicos. Modelos animais fornecem subsidios importantes sobre o processo
séptico, entretanto, ndo representam fidedignamente o episddio tipico de sepse
clinica em humanos (POLI-DE-FIGUEIREDO et al., 2008).

Apesar desta limitacdo, modelos experimentais sdo0 essenciais no
desenvolvimento de novas terapias para sepse e choque séptico. Eles fornecem
informacdes sobre a farmacocinética, toxicidade, e mecanismos de acao de drogas
que nao podem ser duplicadas através de outros métodos (POLI-DE-FIGUEIREDO
et al., 2008).

Sinais e achados laboratoriais presentes na sepse humana podem ser
observados em uma variedade de modelos animais, incluindo infus&o intravascular
de endotoxinas (LPS), peritonites bacterianas, ligadura e perfuracao cecal (CLP),
infeccdo tecidual leve, modelos de pneumonia € meningite, ou ainda a associagcao
de dois modelos (GARRIDO, 2004; MUENZER et al., 2006). Dentre esses, 0s
modelos mais usados sdo o de injecao intraperitoneal ou endovenosa de LPS e o
modelo de CLP, caracterizado por ligadura parcial do ceco para diminuicdo do
limen, seguido de perfuracées nas bordas mesentéricas e consecutiva liberacdo da
microbiota intestinal (GIUSTI-PAIVA; BRANCO et al., 2003; RIOS-SANTOS et al.,
2003; BENJAMIM et al., 2005; CARNIO et al., 2005; GIUSTI-PAIVA; ELIAS;
ANTUNES-RODRIGUES, 2005; HUBBARD et al., 2005; ATHAYDE et al., 2009).

O modelo de endotoxemia (infusdo de LPS) pode reproduzir muitas

caracteristicas de sepse humana, contudo, ndo imita pontualmente a complexidade
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clinica dos pacientes, por ndo apresentar um foco infeccioso (FREISE; BRUCKNER,;
SPIEGEL, 2001).

O modelo experimental com um foco infeccioso, no caso de CLP, é o mais
clinicamente pertinente, pois reproduz as caracteristicas imunolégicas de sepse
clinica. Além disso, apresenta diversidade de microrganismos (gram-positivos e
negativos) e uma constante liberagdo de agentes infecciosos (REMICK et al., 2000;
ECHTENACHER et al., 2001; FREISE; BRUCKNER; SPIEGEL, 2001; RIOS-

SANTOS et al., 2003).

1.3. Fisiopatologia da Sepse

Os mecanismos de resposta do hospedeiro na sepse sdao de natureza
bastante complexa. As respostas imunoldgicas, imperativas no controle da infeccao,
podem também mediar as alteragdes funcionais, que fornecem a base
fisiopatolégica nesta doenca (WALLEY et al.,, 1996; EBONG et al, 1999;
MARTINEAU; SHEK, 2000; RIOS-SANTOS et al., 2003).

O processo infeccioso comeca com a proliferacdo de microrganismos gram
positivos e negativos no sitio infeccioso, podendo atingir diretamente o sistema
circulatério ou proliferar localmente (PARRILLO, 1993). Neste momento tem-se a
producdo de varias substancias, as quais estimulam a liberacdo de mediadores
inflamatoérios pelos macréfagos, neutréfilos e outras células. Estas substancias que
desencadeiam a resposta inflamatéria incluem componentes estruturais de
microrganismos que constituem os chamados padrbes moleculares associados a
patogenos (Pamps) (PARRILLO, 1993; MEDZHITOV; JANEWAY, 1997; HANNA,

2003; SRISKANDAN; ALTMANN, 2008).
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Entre os exemplos de Pamps estdo o lipopolissacarideo (LPS) das bactérias
gram-negativas e o acido lipoteicéico das gram-positivas (ADEREM; ULEVITCH,
2000). Esses constituintes bacterianos sdo reconhecidos por receptores presentes
em células do sistema imunolégico, como o CD14 e os receptores toll-like (TLRs)
(READ; WYLLIE, 2001; COHEN, 2002; AKIRA, 2003; HANNA, 2003).

Para que os efeitos do LPS sejam desencadeados, ele primeiramente
interage com proteina ligadora de LPS (LPB), a qual opsoniza o LPS facilitando o
seu reconhecimento pelo receptor CD14, presente na superficie de macréfagos e
neutréfilos. Posteriormente, o complexo LPS-LPB-CD14 se liga ao receptor toll-like 4
(TLR-4) (POLTORAK et al., 1998; ADEREM; ULEVITCH, 2000; COHEN, 2002;
HANNA, 20083).

Similarmente, o acido lipoteicéico das bactérias gram-positivas geram uma
série de respostas e por fim sao reconhecidos pelos receptores toll-like 2 (TLR-2)
(ADEREM; ULEVITCH, 2000; SRISKANDAN; ALTMANN, 2008).

A ativacdo do TLR-2 ou TLR-4 resulta em uma cascata de sinalizagdo, com
consecutiva ativacao do fator de transcricdo NF-kB, o qual culmina na liberacédo
excessiva de mediadores e concomitantemente em uma intensa ativagao de células
inflamatérias (Figura 1). Alguns dos mediadores inflamatérios liberados durante a
sepse sao: fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucinas (ILs) 1, 6, 10, 12, fator
ativador de plaquetas (PAF), éxido nitrico (NO) e leucotrienos (LTs) (COHEN, 2002;
GIUSTI-PAIVA; BRANCO et al., 2003; HANNA, 2003; RIOS-SANTOS et al., 20083;
SRISKANDAN; ALTMANN, 2008).

Esses mediadores, quando liberados em excesso, produzem os sinais e
sintomas clinicos de sepse (HANNA, 2003; RIOS-SANTOS et al., 2003; BENJAMIM

et al., 2005; SRISKANDAN; ALTMANN, 2008).
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Figura 1. Bactérias gram-negativas e positivas promovem a libera¢do de 6xido nitrico e de outros mediadores
inflamatorios através de leucocitos ativados. Figura adaptada de emcrit.org/065-132/132-sepsis.htm

Além de produtos bacterianos, a resposta inflamatéria também pode ser
causada por fungos, virus e parasitas (GLAUSER et al., 1991; SANDS et al., 1997;
KUMAR; WOOD; PARRILLO, 2003). Entretanto, em 85% dos casos de choque

séptico a infeccao se da por bactérias gram-negativas e positivas (HANNA, 2003).

1.4. Arginina Vasopressina (AVP)

Os mediadores inflamatérios excessivamente liberados durante a sepse
podem direta ou indiretamente atingir o sistema nervoso central ativando neurénios
envolvidos em fungdes autonémicas e neuroenddcrinas (MCCANN et al., 2000;
ENGBLOM et al., 2002; KOVACS, 2002). Em se tratando das alteracoes
neuroenddcrinas, sabe-se que durante a sepse 0 eixo hipotalamo-hipo6fise encontra-
se alterado, podendo inibir ou estimular a liberagdo de varios horménios ali
produzidos, como por exemplo, a vasopressina (CORREA et al., 2007; PANCOTO et

al., 2008; ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).
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A AVP ou horménio antidiurético (ADH) é um nonapeptideo com uma ponte
dissulfeto entre duas cisteinas. Ela é sintetizada em neurbnios magnocelulares
localizados nos nucleos supraéptico (SON) e paraventricular (PVN) do hipotalamo. A
AVP e a neurofisina, proteina carreadora axonal, migram através dos axdnios
desses neurbnios até a neurohipdfise, onde o horménio é armazenado, e
posteriormente liberado para a circulacdo apods estimulos adequados (SWAAB;
NIJVELDT; POOL, 1975; BARBERIS, 1998; HOLMES et al., 2001).

O aumento da osmolalidade plasmatica, hipotensao ou hipovolemia severa
sdo os principais estimulos envolvidos na secrecdo de AVP. Além disso, a sua
liberacdo também pode ser mediada por mediadores inflamatérios, como
prostaglandinas (PGs), NO, TNF-a, IL-1 e IL-6 (SCHRIER; BERL; ANDERSON,
1979; SKLAR; SCHRIER, 1983; WOOD; CHEN, 1989; BROOKS; GIBSON, 1992;
KOVACS; ROBERTSON, 1992; GATTI; BARTFAI, 1993; LANDGRAF et al., 1995;
HOLMES et al., 2001; CORREA et al., 2007; PALIN et al., 2009).

As acoes da AVP sao complexas devido a sua atuacdo em pelo menos trés
subtipos de receptores acoplados a proteina G (BARBERIS; MOUILLAC;
DURROUX, 1998; BIRNBAUMER, 2000; HOLMES; LANDRY; GRANTON, 2003).

O receptor Vy (ou Vi) estd presente em tecidos especificos, como nos rins,
coracéao, plaquetas, figado, baco, testiculos, cérebro e especialmente no musculo
liso vascular. O papel fisiolégico exato da AVP em muitos destes tecidos ainda
permanece desconhecido. Porém a alta densidade do receptor Vi nas células
musculares lisas explica muitos efeitos cardiovasculares do horménio, sendo
responsavel pela vasoconstricao (THIBONNIER, 1992; HOLMES et al., 2001;

HOLMES; LANDRY; GRANTON, 2003; MAYBAUER et al., 2008).
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O receptor V estéa localizado nos ductos coletores renal. A ligagdo da AVP a
este subtipo de receptor promove a incorporacao de canais de agua (aquaporinas)
na superficie das células luminais, resultando no aumento da permeabilidade a
agua. Esse processo caracteriza a agao antidiurética do horménio (INNAMORATI;
SADEGHI; BIRNBAUMER, 1996; ERLENBACH; WESS, 1998; BIRNBAUMER, 2000;
HOLMES; LANDRY; GRANTON, 2003).

O receptor V3 (ou Vi) é encontrado na adenohipéfise e a ativagao deste
receptor pela AVP esta relacionada a estimulagdo da secrecdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) (LIU et al., 1994; THIBONNIER, 1997; HOLMES;

LANDRY; GRANTON, 2003).

1.5. Arginina vasopressina e sepse

Estudos clinicos relatam um aumento na concentracdo plasméatica de AVP em
pacientes com sepse em fase inicial (LANDRY et al., 1997; LANDRY; OLIVER, 2001;
SHARSHAR et al., 2003). Entretanto, na fase tardia da doenca quando a presenca
da hipotenséo deveria estimular a secrecao do horménio, a concentracao plasmatica
do mesmo encontra-se inapropriadamente préximo a valores basais (LANDRY;
OLIVER, 2001; SHARSHAR et al., 2003).

Ha varias hipbteses para que a concentracdo plasmatica de AVP esteja
reduzida na fase tardia da sepse, como por exemplo: deplecdo dos estoques
secretérios do horménio na neuro-hipéfise (SHARSHAR et al., 2002; OLIVEIRA-
PELEGRIN et al., 2009); insuficiéncia autonémica (HOLMES et al., 2001; PANCOTO
et al., 2008); e reducéo da secrecdo do hormédnio por liberacado excessiva de éxido

nitrico (REID, 1994; GIUSTI-PAIVA et al., 2002; CORREA et al., 2007).
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1.6. Oxido nitrico

O 6xido nitrico (NO) € um gas enddgeno e a sua sintese se realiza por acao
de uma enzima, a éxido nitrico sintase (NOS), que catalisa a producao de NO a
partir do aminoacido L-arginina (PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987; PALMER,;
ASHTON; MONCADA, 1988; KNOWLES; MONCADA, 1994).

Existem quatro tipos de NOS: a NOSe (NOS endotelial), e a NOSn (NOS
neuronal), ambas constitutivas e dependentes de calcio e a NOSi (NOS induzida),
que é induzida por citocinas ou outros compostos, como por exemplo o LPS
(KNOWLES; MONCADA, 1994; WANG; MARSDEN, 1995). Além dessas, ha
descricdo de uma isoforma constitutiva localizada na mitocéndria de diferentes
orgaos, sendo denominada NOS mitocondrial (NOSmt) (GHAFOURIFAR; RICHTER,
1997; GIULIVI; PODEROSO; BOVERIS, 1998; BOVERIS; ALVAREZ; NAVARRO,
2002).

Durante a sepse a NOSi encontra-se ativada, havendo uma super produgéo
de NO, que junto com outros mediadores inflamatérios é capaz de causar
vasodilatacdao, aumento na permeabilidade vascular e consequente hipotensao
(THIEMERMANN, 1997; KIRKEBOEN; STRAND, 1999; GIUSTI-PAIVA et al., 2002;
GIUSTI-PAIVA; BRANCO et al., 2003). A hipotensao permanente pode entao levar
a isquemia e faléncia multipla de 6rgaos (GLAUSER et al., 1991).

Varios estudos tém evidenciado o efeito modulador do NO na secrecao de
AVP, e esse efeito pode ser tanto estimulatério (OTA, 1993; VENTURA et al.,
2005; CORREA et al., 2007), quanto inibitério (YASIN et al., 1993; GIUSTI-PAIVA
et al., 2002; CARNIO et al., 2005) dependendo do contexto fisiopatdlogico

analisado.
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Em se tratando de sepse, no modelo de endotoxemia, foi observado que
tanto a administracdo central de L-NAME (inibidor da NOS), quanto de
aminoguanidina (inibidor seletivo da NOSi), provocou um aumento nas
concentracdes plasmaticas de AVP (GIUSTI-PAIVA et al., 2002; GIUSTI-PAIVA;
RUGINSK et al., 2003).

Entretanto, em nosso laboratério a administracdo sistémica de
aminoguanidina no modelo de sepse polimicrobiana, revelou que os animais
submetidos a CLP e previamente tratados com a droga apresentaram uma redugao
nas concentracoes plasmatica de AVP, sugerindo um papel estimulatério do NO na

secrecao do hormdnio (CORREA et al., 2007).

1.7. Leucotrienos

Identificados em 1979 (BORGEAT; SAMUELSSON, 1979; MURPHY;
HAMMARSTROM; SAMUELSSON, 1979; SAMUELSSON et al., 1979), os
leucotrienos (LTs) sdo mediadores lipidicos derivados do &cido araquidénico (AA)
por uma sequéncia de reacdes catalisadas por enzimas via padrao 5-lipoxigenase
(5-LO) (PETERS-GOLDEN; BROCK, 2001).

Esses mediadores sao produzidos principalmente por leucdcitos, mas
também podem ser sintetizados pelo musculo vascular liso, células endoteliais,
eritrécitos, plaquetas e por neurbnios (FITZPATRICK et al., 1984; FEINMARK;
CANNON, 1986; CLAESSON; HAEGGSTROM, 1988; MACLOUF; MURPHY, 1988;
HENDERSON, 1994; FARIAS et al., 2007).

Em condi¢des fisioldgicas, o AA encontra-se esterificado na posicao sn-2 da

membrana fosfolipidica. Durante ativacao celular, por diferentes estimulos (LPS,
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IL-1, TNF-a, e outros), tem-se um aumento de calcio intracelular e consequente
translocacao da fosfolipase A, citosélica a (cPLA2a) para a membrana nuclear da
célula (CLARK et al.,, 1995; HIRABAYASHI; SHIMIZU, 2000). Este processo
culmina na liberacdo do AA dos fosfolipidios de membrana (DENNIS, 1994; LAM,
2003). O AA liberado pode ser metabolizado por diversas vias dando origem a
prostaglandinas, tromboxanos, acido epoxieicosatetraendico, lipoxinas, e aos LTs.
Essas substédncias sdo coletivamente denominadas de eicosanoides
(HENDERSON, 1991; NIKNAMI et al., 2009).

Para que ocorra a sintese de LTs, o AA liberado é transformado, no nucleo
da célula, em acido 5-hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE) que, por ser
instavel, é rapidamente convertido em leucotrieno A4 (LTA4) pela acdo da 5-LO
(PETERS-GOLDEN; BROCK, 2001). Essa enzima é deslocada do nucleo ou do
citosol para a membrana nuclear (ROUZER; KARGMAN, 1988; BROCK; MCNISH;
PETERS-GOLDEN, 1995) e ativada pela proteina ativadora da 5-lipoxigenase
(FLAP). Esta ultima permanece associada a membrana nuclear (WOODS et al.,
1993), e tem a propriedade de se ligar ao AA e apresentar esse substrato a 5-LO
(ABRAMOVITZ et al., 1993; MANCINI et al., 1993).

Ao final da via da 5-LO, o LTAs; €& enzimaticamente hidrolizado e
transformado em LTB4, pela acdo da LTA4 hidrolase (ROUZER; MATSUMOTO;
SAMUELSSON, 1986; HAEGGSTROM, 2000). Ou, ainda, em LTC4 pela acédo da
LTC4 sintase, uma proteina de membrana integral que catalisa a conjugacédo de
LTA4 com glutationa reduzida (PENROSE et al., 1992; LAM et al., 1994). Apéds a
sintese do LTC4, 0 mesmo pode ser metabolizado a LTD4 e LTE4, pela acdo da

gama-glutamil transferase e peptidades, respectivamente. O LTC, e seus
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metabdlitos, LTD4 e LTE4, sdo conhecidos como cisteinil leucotrienos (cis-LTs)

(LAM, 2003; FLAMAND et al., 2007; MURPHY; GIJON, 2007).

t[Ca?];
Citosol

Externo
3

Interno

Nucleo

LTB,

Figura 2. Organizagao intracelular das principais enzimas envolvidas na sintese de leucotrienos

A elevagao de [Ca?*] causa translocagdo da cPLAa e da 5-LO para a regido perinuclear, onde a FLAP e a LTC,
sintase (LTC4-S) séo residentes. Em algumas células, a 5-LO e a LTA4 hidrolase (LTA4-H) s&o encontradas no
citosol, em outras no nucleoplasma. A cPLA.a libera o AA e este é apresentado pela FLAP a 5-LO, a qual
converte 0 AA em LTA4. Pela acdo da LTAs+H ou LTCsS, o LTAs é convertido em LTBs ou LTCq,
respectivamente. A converséo de LTCs em seus metabdlitos (LTD4 e LTE4) ocorre em outro momento, fora da
célula. Adaptado de Murphy e Gijén (2007).

Para que os dois grupos de leucotrienos, LTB4 e cis-LTs, promovam suas
acOes biolégicas eles devem se ligar a receptores de membrana acoplados a
proteina G. Ha cinco subtipos de receptores, sendo dois deles para LTB4 (nomeados
BLT: e BLT,), trés para cis-LTs (conhecidos como CisLT4, CisLT, e GPR17)
(LYNCH, 1999; HEISE et al., 2000; KAMOHARA et al., 2001; MARTIN et al., 2001;
CIANA et al., 2006).

O BLT¢ é um receptor predominantemente expresso em leucocitos humanos
(YOKOMIZO; MASUDA et al., 2000), enquanto que o receptor BLT, estd presente

em varios tecidos e células humanas, principalmente no coragao, figado, pancreas,
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baco, ovario e leucécitos. Contudo, no sistema nervoso central a existéncia de
receptores para LTB, ainda nao foi descrita (TODA et al., 1999; YOKOMIZO; KATO
et al., 2000).

O receptor CisLT{ tem maior afinidade pelo LTD4 do que pelo LTC4 e LTE4, €
esta localizado principalmente em leucécitos do sangue periférico, pulmédo e baco
(LYNCH, 1999; SARAU et al., 1999; HUI; FUNK, 2002).

O CisLT, tem alta afinidade pelo LTC4 e LTD4 € menor para o LTE,.
Originalmente, esse receptor foi encontrado no pulméo, leucécitos do sangue
periférico, baco, coracdo, glandula adrenal, e em varias regides do cérebro (HEISE
et al., 2000; NOTHACKER et al., 2000; HUI; FUNK, 2002).

Mais recentemente, um novo receptor que se liga tanto a nucleotideos uracil e
cis-LTs tém sido descrito como receptor 6rfao acoplado a proteina G (GPR17). Esse
receptor € homélogo aos receptores para cis-LTs e esta envolvido em quadro de
isquemia (CIANA et al., 2006; LECCA et al., 2008).

O LTB4 promove quimiotaxia, ativacdo e adesédo de leucécitos ao endotélio
vascular. Dessa maneira, € o mediador responsavel pelo recrutamento de leucdcitos
da circulagdo sanguinea para o tecido infectado (CUNNINGHAM; SHIPLEY; SMITH,
1980; FORD-HUTCHINSON et al., 1980; GIMBRONE; BROCK; SCHAFER, 1984;
FLAMAND et al., 2007).

Os cis-LTs sdo melhores conhecidos pelos seus efeitos de broncoconstricéo e
secrecdo de muco através de vias aéreas, sendo respostas caracteristicas de
pacientes com asma (DAHLEN et al., 1980). Além disso, os cis-LTs exercem papel
importante nos vasos, sendo responsaveis pelo aumento da permeabilidade

vascular (DAHLEN et al., 1981; SMEDEGARD et al., 1982; ANDERSON; BRUNI;
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KAUFMANN, 1990; SPRINGER et al., 1990; HENDERSON; KEAY; BANDLER,

1998; GOULET et al., 2000; FLAMAND et al., 2007).

Tabela 1 Localizacdo subcelular das enzimas envolvidas na sintese e metabolismo
de leucotrienos

Enzima Células intactas Células ativadas

cPLA,a Citosol Membrana perinuclear, complexo de
golgi, reticulo endoplasmatico

5-LO Citosol, nucleoplasma Membrana perinuclear

FLAP Membrana perinuclear Membrana perinuclear

LTA,-H Citosol Citosol, nucleoplasma

LTC,-S Membrana perinuclear Membrana perinuclear

Adaptado de Murphy e Gijén (2007)

A regulacdo da biosintese de LTs pode também envolver transporte de LTA4
de uma célula a outra que apresenta LTC4 sintase ou LTA4 hidrolase, e assim
continuar a transformacao bioquimica apesar do LTA,; apresentar uma meia vida
curta (MURPHY; GIJON, 2007). Esse processo € denominado biosintese
transcelular e sugere que o ambiente celular, que € a interacao célula-célula, exerce

importante controle na producao de LTs (DI GENNARO et al., 2004).

1.8. Leucotrienos e sepse

Embora muitos estudos sobre os LTs evidenciem seu papel na asma
(BISGAARD; LOLAND; OJ, 1999; BRATTON et al., 1999; WILSON et al., 2001;
SANDRINI et al., 2003), a idéia que estes sdao mediadores na sepse originou

estudos em animais e humanos (SPRAGUE et al.,, 1989; CAN et al., 1998;
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ANDERSON; BLUMER, 2000; MORLION et al., 2000; RIOS-SANTOS et al., 2003;
AZAB; KAPLANSKI, 2004; BENJAMIM et al., 2005; BAENKLER; LEYKAUF; JOHN,
2006; ATHAYDE et al., 2009).

Trabalhos basicos sugerem a participacdo dos LTs nas manifestacoes
cardiovasculares do choque séptico (CAN et al., 1998; BENJAMIM et al., 2005). A
administracdo de LPS a coelhos causou um declinio bifasico e severo da pressao
arterial, e o pré-tratamento oral com MK-886 (5 mg/kg), inibidor da sintese de LTs,
atenuou a resposta hipotensiva ao lipopolisacarideo (CAN et al., 1998). No modelo
de sepse polimicrobiana também foi possivel verificar que camundongos submetidos
a CLP e tratados com administracdo oral de MK-571 (antagonista do receptor cis-
LT+) exibem menor hipotenséo induzida por sepse (BENJAMIM et al., 2005).

Além dos efeitos cardiovasculares, os LTs estdo envolvidos com a
sobrevivéncia de animais sépticos (MARSHALL et al., 1995; BENJAMIM et al., 2005;
ATHAYDE et al., 2009).

Em um modelo de sepse por CLP, camundongos tratados oralmente com MK-
886 (1Img Kg™') apresentaram 100% de sobrevida (BENJAMIM et al., 2005). Em
experimento realizado em nosso laboratorio, utiizando o mesmo modelo
experimental, também verificamos um aumento na sobrevida dos ratos tratados com
MK-886 por via intracerebroventricular (ATHAYDE et al., 2009).

O bloqueio de um passo na sintese do LTs (inibicdo da fosfolipase Ap)
resultou em diminuicdo da producédo de LTB4 pelos neutréfilos humanos e também
mostrou ser efetivo na sobrevivéncia de camundongos submetidos a sepse
(MARSHALL et al., 1995).

Entretanto, em um estudo realizado por Morlion e colaboradores foi

observado que as células mononucleares do sangue de pacientes sépticos eram



Introducdo 18

incapazes de aumentar a producao de LTCy4, e isso foi relacionado com uma menor
sobrevivéncia desses pacientes em relacdo aos voluntarios saudaveis. Os autores
sugerem o papel dos leucotrienos como marcador de prognéstico na sepse a partir
da correlacdo entre a capacidade de sintese de LTC, e a sobrevida desses

pacientes (MORLION et al., 2000).

1.9. Leucotrienos e sistema nervoso central (SNC)

A presenca de metabdlitos do AA é amplamente distribuida em varias regides
encefalicas, e parece estar relacionada com fungdes neuroendécrinas (LINDGREN
et al., 1985; SHIMADA et al., 2005).

A produgao de LTs no SNC esta associada com a existéncia das enzimas 5-
LO e FLAP. A expressdao do RNAm dessas enzimas foi determinada por RT-PCR
seguida da analise por Southern blot em varias regidées do encéfalo de ratos,
incluindo hipocampo e hipotalamo (LAMMERS et al., 1996).

Uma grande quantidade de LTC4 foi detectada por imunohistoquimica e
cromatografia no hipotalamo e na eminéncia mediana (HULTING et al.,, 1985;
MIYAMOTO et al., 1987; SHIMADA et al., 2005).

Por meio da analise de tecidos humanos por Northern blot foi possivel
observar que 0 RNAm do receptor CisLT, era expresso em varias regides do
encéfalo, com particular concentracdo na hipéfise e no hipotalamo (HEISE et al.,
2000). Esses resultados sugerem que os cis-LTs plasmaticos podem exercer agdes
centrais, tendo em vista a existéncia de receptores neuronais para 0s mesmos.

Hulting e colaboradores (HULTING et al., 1985) relatam que metabdlitos do

AA parecem ter fungdes no controle da secregcdo de diferentes hormdnios do
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hipotalamo e da glandula adenohipéfise. Esse papel pode ser identificado quando os
mesmo autores utilizando cultura de células da adenohipéfise de ratos observaram
que o LTC4 estimula a liberagdo do horménio luteinizante (LH).

O LTC4 no SNC também parecer estar relacionado com o sistema
vasopressinérgico do eixo hipotalamo-neurohipofisario. A LTC4 sintase, mas ndo a
LTA4 hidrolase, foi identificada em neurdnios magnocelulares vasopressinérgicos
dos nucleos PVN, SON e supraquiasmatico (SC) do hipotalamo e na area
retroquiasmatica (RC), bem como em terminacées axbnicas na hipdfise de
camundongos. Além disso, os resultados deste estudo indicaram que a LTC4 sintase
€ seletiva para neurbnios vasopressinérgicos, nao apresentando expressao em
neurdnios ocitocinérgicos (SHIMADA et al., 2005). Os autores, portanto, propdem
que o LTC4, mas ndao o LTB4, pode estar envolvido na regulagdo da secrecdo de

vasopressina.

1.10. Leucotrienos e o6xido nitrico

Uma rede complexa de interacdes existe entre cis-LTs e uma variedade de

mediadores inflamatérios, como por exemplo, o éxido nitrico (PETERS-GOLDEN;

GLEASON; TOGIAS, 2006).
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Figura 3. Interacdo entre cis-leucotrienos (cis-LTs) e outros mediadores inflamatérios. (a) Ha a regulagéo
bidirecional de cis-LTs com alguns mediadores; (b) os cis-LTs modulam a produgéo e atividade de mediadores
inflamatdrios; (c) e estes podem modular a atividade dos cis-LTs (PETERS-GOLDEN; GLEASON; TOGIAS,
2006).

O NO tem sido muito estudado em nosso laboratério, visto que, esse
mediador apresenta efeito modulador na secrecdo de AVP e o seu aumento
representa um marco durante sepse experimental (CORREA et al.,, 2007;
ATHAYDE et al.,, 2009; COELHO, 2009). Além disso, varios estudos tém
demonstrado o efeito de antagonista de receptor ou inibidores de LTs na produgéo
desse mediador (WILSON et al., 2001; OFFER et al., 2003; WON et al., 2005;
ATHAYDE et al., 2009).

Montelukast (antagonista do receptor Cis-LT+) foi mostrado reduzir os niveis
de NO em ensaios clinicos com pacientes adultos asmaticos (WILSON et al., 2001;
SANDRINI et al., 2003) e com criancas (BISGAARD; LOLAND; OJ, 1999;
BRATTON et al.,, 1999). Esse antagonista também foi mostrado reduzir a

expressao da NOSi em pulmao de ratos (OFFER et al., 2003).
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O tratamento de células gliais com LPS promoveu aumento do conteudo de
RNA mensageiro (RNAm) e da enzima NOSi, e conseqtiente aumento da producao
de NO. Quando essas células foram incubadas com MK-886, os pesquisadores
observaram que havia reducdo tanto do conteldo de RNAm e da proteina NOSi
quanto da concentracdo de NO, sugerindo que a 5-LO medeia a expressao do
gene da NOSi durante endotoxemia (WON et al., 2005).

Em estudo realizado em nosso laboratério com o modelo de sepse
polimicrobiana por CLP, também foi possivel observar uma redugéo dos niveis de
NO com a administracao central de MK-886. Neste mesmo trabalho, durante a fase
inicial da sepse, a administracdo do inibidor, bloqueou o aumento das
concentracdes hipotalamicas de LTC4 sintase e inibiu a secrecao de AVP, além
disso, aumentou a sobrevida dos animais (ATHAYDE et al., 2009). Diante deste
contexto, nés nos perguntamos se a administracao periférica da droga provocaria
as mesmas alteracdes na producédo de NO e na liberacao de AVP.

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo verificar os efeitos da
administracéao intraperitoneal de MK-886 na producdo de NO e na liberacdo de

vasopressina durante sepse experimental.



2. Objetivo
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2.1. Objetivo geral

Analisar o efeito do MK-886, um inibidor da sintese de leucotrienos, na
producdo de Oxido nitrico e na liberacdo de vasopressina durante sepse

experimental.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Analisar o efeito da administracdo intraperitoneal de MK-886 sobre a
sobrevida e recrutamento de neutréfilos para cavidade abdominal dos animais apés

sepse experimental;

2.2.2. Verificar se a administragdo intraperitoneal de MK-886 altera o
osmolalidade, sédio sérico, hematdcrito, proteinas plasmaticas em animais

sépticos;

2.2.3. Analisar o efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre a

producéo de nitrato sérico e de cis-LTs plasmaticos apds sepse experimental;

2.2.4. Verificar se a administracdo intraperitoneal de MK-886 altera a

liberacao de vasopressina em animais sépticos.



3. MATERIAIS e METODOS
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3.1. Animais

Os experimentos foram realizados com ratos adultos da linhagem Wistar, de
peso corporal 250 + 30 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus da USP
de Ribeirdao Preto. Os animais foram ambientados em caixas coletivas (5 ratos por
caixa), com livre acesso a agua e racao (6003/100110036, NUVILAB CR-1
Autoclavavel), a temperatura de aproximadamente 25+2°C e em fotoperiodo de
12/12 horas.

Os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto-USP
(Protocolo n° 07.1.928.53.2). Animais submetidos a sepse polimicrobiana por CLP,
se em grande sofrimento, foram eutanasiados seguindo critérios descritos em

“Humane endpoints in shock research” (NEMZEK et al., 2004).

3.2. Desenho experimental

Foram utilizados animais pré-tratados com 1 ml de DMSO 5% ou MK-886 nas
concentragdes de 1.0 ou 2.0 ou 4.0mg/kg, administrado por via intraperitonial (i.p), 1
hora antes da sepse induzida por CLP ou operagéo ficticia (OF).

A seguir, em um primeiro grupo foi avaliada a sobrevida dos animais por um
periodo de trés dias. Em outro grupo, os animais foram decapitados em 0, 4 e 24
horas apds a cirurgia CLP ou OF. Posteriormente, o sangue foi coletado para as
determinacées de osmolalidade, sédio sérico, hematécrito, proteinas plasmaticas,

nitrato sérico, cis-LTs e vasopressina plasmaticos. Além disso, o lavado peritoneal
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foi colhido para subsequente contagem do numero de neutréfilos recrutados para a

cavidade peritoneal.

3.3. Anestesia

Animais submetidos a manipulagao cirurgica foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de solugdo de Tribromoetanol (TBE, Aldrich Chem. Corp. Inc.) 2,5%

em solucgao salina, na dose de 1mL/100g de peso corporal.

3.4. Sepse experimental por “Cecal Ligation and Puncture” (CLP)

A inducdo da sepse foi feita pelo modelo de ligadura e perfuracdo cecal
(“Cecal Ligation and Puncture”), o qual foi desenvolvido por Chaudry e
colaboradores em 1979 (CHAUDRY; WICHTERMAN; BAUE, 1979) e tem sido
amplamente usado em nosso laboratério (CORREA et al., 2007; PANCOTO et al.,
2008; ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009). Os animais
devidamente anestesiados foram submetidos a incisdo mediana de 5cm no
abddmen seguido de exteriorizagdo do ceco. Os dois tercos distais do ceco foram
ligados, para obstrucdo parcial do lumen intestinal, e perfurados por 10 vezes com
agulha 16G (Figura 4). O ceco foi reintroduzido na cavidade abdominal apds
verificacdo da saida de fezes. O fechamento da cavidade abdominal foi realizado em
dois planos de sutura com pontos separados. Solucdo salina normal estéril
(7ml/animal) (HUBBARD et al., 2005) foi administrada via subcutdnea como liquido

de reanimacédo. O grupo controle foi submetido a operacao ficticia (OF) sem ligadura
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ou perfuragcado cecal. O procedimento incluiu somente laparotomia mediana com

exteriorizagao e manipulagéao do ceco, e fechamento da cavidade abdominal.

Figura 4. Esquema da cavidade peritoneal do rato. Seta indica o ponto da ligadura cecal a partir da qual foram
feitas 10 perfuragdes com agulha 16G. Adaptado de Hebel e Stromberg (1986).

3.5. Determinacao da curva de sobrevida

Sessenta ratos foram utilizados para determinagdo da curva de sobrevida. Os
animais receberam injecao intraperitonial (i.p) de DMSO 5% (veiculo) ou 1.0 ou 2.0
ou 4.0mg/kg de MK-886 e apds 1 hora foram randomicamente subdivididos em 2
grupos, 5 animais foram submetidos a operacéo ficticia (OF) e 10 a cirurgia CLP. Os
animais foram mantidos em caixas individuais com agua e racao e observados por 3

dias para registro do numero de Obitos.
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3.6. Avaliacao do recrutamento de neutréfilos para cavidade peritoneal

O Recrutamento de neutrdfilos foi avaliado 4 horas ap6s a cirurgia CLP. Os
animais foram decapitados e as células presentes na cavidade peritoneal foram
colhidas pela lavagem com 15 ml de PBS gelado. O lavado peritoneal foi coletado
individualmente de cada animal e adicionado separadamente em tubos plasticos. A
contagem do numero total de células presentes no lavado foi feita empregando
solucdo de Turk e camara de Neubauer. As contagens diferenciais das células foram
realizadas em esfregacos preparados em citocentrifuga (Cytospin 3, Shandon
Souther Products Ltd., Cheshire, UK) e submetidas a coloragcdo por Pandtico
(Laborclin LTDA, Pinhais Parana, Brasil). Os resultados foram apresentados como o

namero de neutréfilos por ml de lavado peritoneal.

3.7. Determinacao do hematdcrito

Apés a decapitacao dos animais parte do sangue foi coletada do tronco para
a determinacdo do hematdcrito diretamente em microcapilares heparinizados
(Perfecta, SP, Brasil). Em seguida, os microcapilares foram selados na extremidade
contraria a entrada de sangue com auxilio de uma lamparina e centrifugados por 3
minutos em centrifuga apropriada (Centrimicro Mod. 211, FANEN). A leitura do
hematécrito foi feita com auxilio de um cartdo proprio para essa finalidade que
acompanha a centrifuga. A determinacao deste parametro foi utilizada nesse estudo

como indice indireto da volemia.
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3.8. Separacao do plasma e do soro

Animais destinados a coleta de sangue foram decapitados em 0, 4, ou 24
horas apés cirurgia CLP ou OF. Em seguida uma parte do sangue foi coletada do
tronco, em tubos plasticos, mantidos sob gelo, contendo heparina (0,1ml) e
centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C para a separagao do plasma. O
mesmo foi dividido em 3 microtubos plasticos: um contendo 1.0mL para posterior
dosagem de AVP, outro com aproximadamente 500ul que foram utilizados para
dosagem de cis-LTs e o ultimo com 60ul para determinagdes da osmolalidade e
proteinas plasmaticas.

Outra parte do sangue foi coletada em microtubos de plastico sem
anticoagulante e centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C para a determinacao

do sédio e nitrato séricos. O plasma e o soro foram armazenados a -20°C.

3.9. Determinacao da osmolalidade plasmatica

Cinglenta microlitos (50ul) do plasma foram utilizados para a determinacéo
da osmolalidade plasmética pelo método de abaixamento do ponto de congelacéo

da 4gua em micro-osmémetro (Precision System, INC., MA, EUA).
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3.10. Determinacao de sédio sérico

O sbdio sérico foi determinado em fotbmetro de chama (Micronal),
devidamente calibrado com solucao padrao Micronal contendo 140mEqg/L de sédio e
5mEg/L de potassio, diluida em agua destilada na proporcao de 1:100. Cada
amostra foi diluida igualmente a solucado padrao (30uL do plasma em 2,90mL de
agua destilada), homogeneizada e aspirada no fotdmetro de chama para a leitura da

concentragcédo do sédio sérico.

3.11. Determinacao de proteinas plasmaticas

Dez microlitros (10uL) do plasma foram diluidos na proporcao de 1:200.
Dessa diluicao, 10uL foram dispostos em placas com 96 pocos, e posteriormente
200uL de Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA,
EUA), diluido na propor¢cdo de 1:5 com agua milli-Q, foram adicionados. As
concentracbes das amostras foram calculadas com base na curva padrao de
concentracdes conhecidas (31,25; 62,5; 125; 250; 500ug/ml) de albumina fracdo V
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). As leituras da curva padrao e das amostras foram
realizadas em Microplate Manager (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, EUA) a 595 nm e

temperatura de 36°C. Os resultados foram expressos em g/dL.
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3.12. Determinacao indireta de NO pela dosagem de nitrato sérico

A determinacdo de nitrato sérico foi realizada pela técnica de
quimioluminescéncia NO/ozbnio. O procedimento foi realizado utilizando-se 5uL de
plasma desproteinizado por incubacao com etanol 95% a 4°C por 30 minutos e,
centrifugado por 5 minutos a 5000 g. As amostras foram injetadas em um vaso de
reacao contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de vanadio em HCI 1N a 95°C)
que converte o nitrato em NO, em quantidades equimolares. O NO é aspirado,
usando gas hélio, para a camara de quimiluminescéncia do Sievers NOAnalizer
(Sievers 280 NOA, Sievers, Boulder, CO, EUA). A deteccdao do NO decorre de sua
reacdo com o ozbnio, emitindo luz vermelha. O féton emitido é detectado e
convertido em sinal elétrico. A corrente gerada é convertida por um conversor
analdgico-digital e analisada em computador. A area sob a curva gerada pela
corrente elétrica corresponde a concentracdo de nitrato da amostra. A concentracao
foi calculada por comparacdo com uma curva padrdo usando concentracoes

conhecidas (0; 5; 10; 15; 30; 60 umol) de nitrato de sodio.

3.13. Determinacao de cis-leucotrienos plasmaticos

Quinhentos microlitos (500ul) do plasma foram desproteinizados e em
seguida o nivel de cis-LTs plasméaticos foi determinado por ELISA (Amersham,
cédigo: RPN 224). Uma placa pré-coberta com anticorpo contra cis-LTs foi fornecida
pelo fabricante. Um volume de 50 ml/po¢o dos padrdes (0—-2000 pg/ml) e das
amostras ndo conhecidas foi adicionado em duplicadas aos pogos apropriados. Em

seguida, uma solucdao de cis-LTs conjugada a peroxidade foi adicionada (50



Materiais e Métodos 32

ml/pogo). A placa foi submetida a agitacao leve, coberta e incubada a temperatura
ambiente por 1 hora. Entéo, a placa foi lavada (3 vezes), e uma solug¢ao de substrato
(TMB/H20,) foi adicionada (150 ml/poco). A placa foi entdo coberta e permaneceu
sob agitacdo leve por 30 minutos. A reacdo enzimatica foi interrompida e 100
ml/poco de solucao stop (2N H.SO,) foi adicionada. A placa foi lida em um leitor de
micro-placa, fixado a 450 nm. A extensao do desenvolvimento de cor é inversamente
proporcional a quantidade de cis-LTs. Uma regressao linear foi usada para delinear

os valores da curva padrao e calcular o contetdo de cis-LTs das amostras.

3.14. Radioimunoensaio da arginina vasopressina plasmatica (AVP)

O ensaio da AVP foi realizado apos extracao prévia do plasma com acetona e
éter de petréleo. Em 1mL de plasma foi acrescentado 2mL de acetona, em seguida
as amostras foram agitadas e centrifugadas (3000 rpm, 20 min, 4°C). O
sobrenadante foi decantado em um tubo contendo 2mL de éter de petrdleo e
agitado. Apds a separacao das duas fases liquidas (~5 minutos), a fase superior foi
aspirada e o restante liofilizado e estocado a -20°C. No dia do inicio do
radioimunoensaio as amostras foram ressuspendidas com 250uL de tampao para
AVP. As concentragbes plasmaticas de AVP foram determinadas utilizando-se
reagentes e protocolos de incubacdo comuns. Os peptideos marcados com %I
foram de fonte comercial (Ge Healthcare, EUA). O ensaio nao-equilibrado foi
realizado com volume de incubacédo de 500uL e tempo de incubacdo de 4 dias a

4°C. O horménio marcado foi separado do ndo marcado por um anticorpo

secundario. A concentracdo de AVP foi medida com antisoro de diluigdo final
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1:20.000. O antisoro foi especifico sem reagdo cruzada com outros peptideos

conhecidos.

3.15. Droga utilizada

A droga utilizada no experimento foi o composto MK-886 (3 [1-(4-clorobenil)-
3-t-butil-tio-5-isopropilindol-2-y1]-2,2-acidodimetilpropandico), um inibidor da sintese
de LTs (LTA4, LTB4 e cis-LTs). Essa droga apresenta esse efeito por inibir duas
acOes da proteina FLAP, a de se ligar ao acido araquidénico (AA) e transferir esse
substrato a 5-LO e a de estimular a utilizagdo do AA pela enzima (ABRAMOVITZ et
al., 1993; MANCINI et al., 1993). Além disso, a similaridade da FLAP com a LTC,4
sintase permite que o MK-886 também inibe esta ultima (LAM et al., 1994). A figura

5 mostra o sitio de agdo da droga.

O solvente empregado foi o DMSO (dimetilsulféxido) (Amresco, Sélon, Ohio,
USA) 5% e as concentragdes utilizadas de MK-886 foram 1.0, 2.0 e 4.0 mg/kg, em
um volume de 1.0 mL. A via de administracdo da droga foi intraperitoneal (i.p.). Esse
composto foi doado pela Profa. Dra. Lucia Helena Faccioli do Departamento de
Andlises Clinicas, Toxicoldégicas e Bromatoélogicas da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirao Preto — USP.
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Figura 5. Sitio de agdo do composto MK-886

3.16. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média * erro padrao da média (EPM).
Dados referentes a osmolalidade, sédio sérico, hematdcrito, proteinas plasmatica,
nitrato sérico, cis-LTs e vasopressina plasmaticos foram analisados utilizando
ANOVA TWO-WAY seguido pelo pés-teste Student-Newman-Keuls. Para a analise
dos resultados relativos ao recrutamento de leucécitos para a cavidade abdominal,
utilizou-se o teste ANOVA ONE-WAY. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente diferentes. A curva de sobrevida foi expressa como porcentagem de

animais vivos e a estatistica foi feita utilizando o teste Log-rank (Mantel-Cox).
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4.1. Efeito do MK-886 na sobrevida e no recrutamento de neutréfilos para

cavidade peritoneal de ratos apés CLP

Os animais submetidos a operacgao ficticia (OF+DMSO 5%) apresentaram
sobrevida de 100% ap6s 3 dias de observacao e as administracdes i.p. de MK-886
(1.0 ou 2.0 ou 4.0mg/kg) nao interferiram na sobrevida dos mesmos (dado nao
demonstrado). O grupo de animais submetidos ao estimulo séptico com
administracdo do veiculo apresentou sobrevida de 20% apdés o segundo dia,
permanecendo com essa porcentagem até o Ultimo dia analisado. A injegéo i.p. de
MK-886 em qualquer uma das concentracées nao foi capaz de alterar a sobrevida

dos animais sépticos apds 3 dias de observacao (Figura 6).
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Figura 6. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre a sobrevida dos
animais apos CLP. Numero de animais entre parénteses.
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A figura 7 mostra o recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal de

ratos 4 horas apds a cirurgia CLP. Nenhuma alteracao foi observada com o pré-

tratamento com MK-886.
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Figura 7. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 no recrutamento de

neutréfilos para a cavidade peritoneal dos animais. Valores expressos como média +
EPM; n = 4.
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4.2. Efeito do MK-886 sobre a osmolalidade, sodio sérico, hematdcrito e
proteinas plasmaticas

Quanto a determinacao da osmolalidade plasmatica, observamos que o grupo
DMSO 5% apresentou uma reducao significativa da osmolalidade nos tempos 4 e 24
horas apés a cirurgia CLP. Isso também foi observado nos animais que receberam
MK-886 nas concentragdes 2.0 ou 4.0mg/kg. Entretanto, com a administragcdo de
1.0mg/kg da droga houve uma reducéo apenas em 24 horas (Figura 8).

A analise dos resultados de soédio sérico revelou que nao ha diferenca
estatistica entre o grupo controle (DMSO 5%) e os tratados. No entanto, observamos
uma reducao de so6dio em 24 horas no grupo controle (DMSO 5%+CLP) e no grupo
MK-886 (1mg+CLP). Com a administragdo de 2.0mg/kg de MK-886 notamos uma
diminuicao nos niveis de sddio 4 horas apés a inducao da sepse (Figura 9).

No grupo DMSO 5%, a sepse provocou um aumento do hematdcrito 4 horas
apds o estimulo. A administracdo de MK-886 nas concentragdes 1.0, 2.0 ou
4.0mg/kg nao modificou essa resposta (Figura 10).

Os niveis de proteinas plasmaticas no grupo CLP apresentaram reduzidos 4 e
24 horas apo6s a cirurgia (DMSO 5%). Esse mesmo perfil foi observado com as
concentracdes 2.0 e 4.0mg/kg de MK-886. Entretanto, com a administracdo de
1.0mg/kg da droga houve uma reducdo apenas em 24 apds o estimulo séptico

(Figura 11).
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Figura 8. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre a osmolalidade
plasmatica. Valores expressos como média + EPM. ®p<0,05 comparado ao tempo Oh;

bp<0,001 comparado aos tempos 0 e 4hs; n = 5-9.
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Figura 9. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre o sodio sérico.
Valores expressos como média + EPM. ?p<0,001 comparado aos tempos 0 e 4hs; IOp<0,05

comparado ao tempo Oh; n = 5-9.
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Figura 10. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre o hematdcrito.

Valores expressos como média + EPM. p<0, 5 comparado aos tempos 0 e 24hs; bp<0,001
comparado ao tempo Oh; n = 5-10.
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Figura 11. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre a concentracao de
proteinas plasmaticas. Valores expressos como média + EPM. #p<0,05 comparado ao

tempo Oh; |°p<0,05 comparado ao grupo OF; °p<0,05 comparado aos tempos 0 e 24hs; n = 5.
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4.3. Efeito do MK-886 sobre o nitrato sérico e cis-leucotrienos plasmaticos

A sepse induzida pela cirurgia CLP provocou um aumento progressivo da
concentracao de nitrato sérico (DMSO 5%+CLP). Entretanto, com a administracao
de MK-886 nas concentracdes 1.0, 2.0 ou 4.0 mg/kg esse aumento foi apenas em

24hs (Figura 12).

Em relacdo a dosagem de cis-leucotrienos plasmaticos, ndo observamos

nenhuma alteracao (Figura 13).
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Figura 12. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre o nitrato sérico.

Valores expressos como média + EPM. %p<0,05 comparado ao tempo Oh; |°p<0,001
comparado aos tempos 0 e 4hs; n = 6-10.
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Figura 13. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre os niveis de cis-

leucotrienos plasmaticos. Valores expressos como média + EPM; n = 4.
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4.4. Efeito da administracao de MK-886 sobre a concentracao plasmatica de

vasopressina

A vasopressina plasmatica apresentou-se aumentada 4 horas apos a cirurgia
CLP e em concentracdes basais apos 24 horas. A administracdo de 1.0 ou 2.0mg/kg
de MK-886 reduziu esse aumento no tempo 4 horas € ndo provocou alteracdo em
24hs. A injecdo de 4.0mg/kg, por sua vez, inibiu a liberacdo de vasopressina em 4

horas (Figura 14).
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Figura 14. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre a concentracao
plasmatica de vasopressina. Valores expressos como média = EPM. #p<0,05 comparado
ao tempo 4hs; bp<0,05 comparado ao grupo DMSO 5%-+CLP; °p<0,05 comparado ao grupo
1mg+CLP; dp<0,05 comparado ao grupo 2mg+CLP em 4hs; n = 6-12.
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No presente estudo, nds verificamos o efeito da administracdo periférica de
MK-886 na taxa de sobrevida, recrutamento de neutréfilos, balanco hidroeletrolitico e
na producao de NO, além do seu efeito nas proteinas, cis-LTs e AVP plasmaticos.

Os animais submetidos a cirurgia CLP desenvolveram sintomas tipicos de
sepse, incluindo piloerecdo, letargia e diarréia, caracteristicas estas néao
apresentadas pelos animais controles (OF). Esses dados concordam com outros
relatos da literatura e observagdes em nosso laboratério (BENJAMIM; FERREIRA;
CUNHA, 2000; CORREA et al., 2007; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).

Além disso, n6s observamos uma mortalidade de 80% nos animais que
receberam o veiculo (DMSO 5%), enquanto os ratos submetidos a operacao ficticia
mostraram sobrevivéncia de 100%, comprovando que a manipulagao cirargica foi
conduzida em boas condicbes de assepsia. O tratamento com MK-886, nas
diferentes concentracdes, ndo alterou a taxa de sobrevida desses animais.

Utilizando-se o modelo de choque endotoxico em ratos, também foi possivel
verificar que o pré-tratamento intraperitonial com MK-886 (1 mg/kg) nao alterou a
taxa de sobrevida dos animais (AZAB; KAPLANSKI, 2004), enquanto outro estudo, o
qual utilizou a droga oralmente, mostrou inclusive uma piora da sobrevida de
camundongos submetidos a CLP sub-letal (2 furos com agulha 24G) (RIOS-
SANTOS et al., 2003). Por outro lado, em um estudo com camundongos 5-LO7/ ou
pré-tratados oralmente com MK-886, observou-se uma maior sobrevivéncia mesmo
em face de uma reducdo no acumulo de neutréfilos € um aumento no numero de
bactérias na cavidade peritoneal dos animais (BENJAMIM et al., 2005). Esses
ultimos pesquisadores concluiram que a inibigdo da sintese dos leucotrienos frente a
uma resposta sistémica disseminada € primordial para melhorar a sobrevida dos

animais em quadro séptico (BENJAMIM et al., 2005).
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No presente estudo, nés também avaliamos o recrutamento de neutréfilos
para a cavidade peritoneal dos animais apdés CLP, e ndo encontramos nenhuma
variagdo com o pré-tratamento com MK-886. Rios-Santos e colaboradores (RIOS-
SANTOS et al., 2003) ao usar a mesma droga também nao observaram alteracao no
recrutamento de neutréfilos e na sobrevida de camundongos ap6s CLP letal (14
furos cecais com agulha 21G).

Em relagdo ao balanco hidroeletrolitico, nés observamos uma reducao
significativa da osmolalidade e de sédio 4 e 24 horas ap6s a realizacao da cirurgia
CLP. Entretanto, outros investigadores notaram uma diminuicdo somente na fase
tardia da sepse (18 e 24 horas) (ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-PELEGRIN et al.,
2009). Nesses mesmos estudos a reducdo da osmolalidade ndo foi acompanhada
de diminuicao dos niveis de sodio sérico, como ndés verificamos. Além disso, tanto a
administracao periférica de MK-886, presente nesse trabalho, quanto a injecao
central da droga, vista por Athayde e colaboradores, ndo alterou esses parametros
(ATHAYDE et al., 2009).

Em trabalhos anteriores do nosso laboratério observamos um aumento
progressivo da ingestdo hidrica a partir da quarta hora apés CLP e nenhuma
alteracdo na diurese, mostrando que pode ocorrer uma ligeira diluicdo do fluido
corporal, e ocasionar uma redugdo da osmolalidade e dos niveis de sédio sérico
(CORREA et al., 2007; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).

N6s também observamos um aumento do hematécrito 4 horas apds a
cirurgia CLP, demonstrando que ocorreu hipovolemia. Esse resultado ja foi
anteriormente observado em nosso laboratério com o modelo de sepse por CLP com
10 furos (ATHAYDE et al., 2009) e 20 furos cecais (OLIVEIRA-PELEGRIN et al.,

2009). A injecao periférica de MK-886 nas concentragées 1.0, 2.0 e 4.0mg/kg néo
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causou nenhuma modificacdo no hematécrito. Resultado semelhante foi observado
em nosso laboratério com a injecao central da droga (ATHAYDE et al., 2009).

A hipovolemia é uma alteracao fisiolégica freqlentemente presente na fase
inicial da sepse e pode ser consequiéncia do extravasamento de liquido e proteinas
intravasculares para o intersticio e cavidade peritoneal. Provavelmente, esse
fenbmeno ocorre devido ao aumento da permeabilidade vascular ocasionada pela
producdo de mediadores inflamatérios, como o NO e os LTs (PARRILLO, 1993;
ANDREW; DENG; KAUFMAN, 2000; FISHEL; ARE; BARBUL, 2003; BENJAMIM et
al., 2005).

Para avaliar o aumento da permeabilidade vascular nés verificamos a
concentracao de proteinas plasmaticas como um indicador dessa alteracao. A sepse
induzida por CLP provocou perda de proteinas 4 e 24 horas apdés a cirurgia,
comprovando a presenca de extravasamento capilar. Resultados similares foram
reportados no modelo de sepse por CLP e no modelo de choque endotdxico por LPS
(WANG; EVERED, 1993; CORREA et al., 2007; ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-
PELEGRIN et al., 2009). A administracao periférica de MK-886 nas diferentes
concentracdes nao afetou essa resposta. Além disso, com a injecao central de MK-
886 também nao foi possivel verificar qualquer alteracdo na perda de proteinas
plasmaticas (ATHAYDE et al., 2009).

Um aumento progressivo de nitrato sérico, o qual € um indicador de formacgéo
de NO (KRAFTE-JACOBS et al.,, 1997) foi observado apds a cirurgia CLP. Esse
resultado corrobora com os de prévios trabalhos obtidos em nosso laboratério
(CORREA et al., 2007; ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009). O
pré-tratamento com o MK-886 em qualquer concentracdo nao causou alteracdo na

producdo total de NO, embora aparentemente tenha impedido o aumento
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progressivo observado no grupo controle (DMSO 5%). Isso demonstra que a injecao
periférica da droga parece nao ter efeito inibitério na producao de NO, como foi visto
por outro pesquisador de nosso laboratério com a administracdo central de MK-886
(ATHAYDE et al., 2009). Diferentes estudos também verificaram que o uso de
inibidores da sintese de LTs inibe a producdo de NO em macrofagos e em células
gliais, revelando o papel estimulatério dos LTs sobre a produgcdo desse mediador
(WON et al.,, 2005; SFORCIN JM, 2007). Esses resultados, entretanto, se
diferenciam dos nossos, e isso poderia ser explicado pelo uso de diferentes vias de
administracao da droga e sitio de producao de NO analisado.

Os niveis de cis-leucotrienos plasmaticos também foram determinados no
presente trabalho, a fim de verificar se o MK-886 administrado intraperitonealmente
inibiria a sintese desses mediadores. A producao de cis-leucotrienos encontrou-se
inalterada, tanto nos animais controles (DMSQO 5%), quanto nos grupos tratados com
MK-886. Durante a fase aguda da sepse, € bem conhecido que as principais células
relacionadas com os mecanismos de defesa do hospedeiro sdo neutréfilos
circulantes (CONLAN, 1997; RIOS-SANTOS et al., 2003). Esse leucécito quando
ativado secreta como o seu principal produto via padrdo 5-LO, o LTB4, podendo,
deste modo, haver alteracao sistémica deste mediador ao invés de cis-leucotrienos
(HENDERSON; KLEBANOFF, 1983; FIGUEROA et al., 2003). Para comprovarmos
se 0 MK-886 inibe a producédo de LTB4 plasmatico, teriamos que ter dosado esse
mediador que devera, entretanto, ser objeto de préximos estudos.

Nossos resultados demonstraram que o estimulo séptico provocou um
aumento significativo na liberacdo AVP 4 horas apds CLP. Esses dados estdo de
acordo com os obtidos em nosso laboratério em sepse induzida por 10 perfuracdes

cecais (PANCOTO et al., 2008; ATHAYDE et al., 2009).
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No6s acreditamos que o aumento da concentracdo plasmatica de AVP possa
ser atribuido, em parte, a hipovolemia observada nesse estudo, além da hipotensao
presente na sepse. Embora ndo tenhamos verificado a presséo arterial, resultados
anteriores de nosso laboratério e de outros pesquisadores demonstraram de fato,
que animais submetidos a CLP apresentaram hipotensdao progressiva a partir da
terceira hora apés a cirurgia (TORRES-DUENAS et al., 2006; PANCOTO et al.,
2008; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).

Quanto ao tratamento com 1.0 ou 2.0mg/kg de MK-886, foi possivel observar
uma reducao nas concentragdes plasmaticas de AVP na fase inicial da sepse. Ja
com a injecdo de 4.0mg/kg da droga houve um bloqueio total do aumento da
concentracao plasmatica do horménio. Entretanto, esse perfil ocorreu sem nenhuma
alteracao na producao de NO em 4 horas. Sugerimos assim, que a administracao
periférica de MK-886 apresenta um efeito dose-dependente sobre a secrecao de
AVP, e esse efeito parece ser independente do NO.

Varias explicacdes possiveis podem ser oferecidas pelo efeito do MK-886 na
liberacdo de AVP durante a fase inicial da sepse. Uma reducdo do aumento da
concentragdo plasmatica do hormdnio, também foi observado em nosso laboratério
com a inibicao sistémica da producao de NO por aminoguanidina, um inibidor da
NOS induzivel (CORREA et al., 2007). Este trabalho permitiu concluir que a
diminui¢cdo da pressao arterial devido a liberacdo de NO ou outros mediadores, deve
ser, pelo menos em parte responsavel pela liberacdo de AVP na fase inicial da
sepse. Similarmente, o fato do MK-886 ter reduzido ou abolido o aumento das
concentragdes plasmaticas de AVP também poderia ser explicado por um provavel

restabelecimento da presséao arterial.
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Varios trabalhos tém investigado o papel de inibidores e antagonista do
receptor de LTs na hipotensdao de animais sépticos. Benjamim e colaboradores
(BENJAMIM et al., 2005), observaram no modelo de sepse polimicrobiana por CLP,
que camundongos tratados oralmente com MK-571, antagonista do receptor 1 dos
cis-leucotrienos, exibiram somente hipotensao leve apds sepse. Em outro estudo,
investigadores demonstraram que o pré-tratamento oral com MK-886 trés horas
antes da infusdo de LPS, inibiu significativamente o declinio da pressao arterial
observada em coelhos (CAN et al., 1998). Em nosso laboratério também foi possivel
verificar uma melhora do quadro hipotensivo durante a fase inicial da sepse, quando
os ratos submetidos a cirurgia CLP foram pré-tratados com MK-886 administrado
intracerebroventricularmente (i.c.v) (ATHAYDE et al., 2009). Esses dados
demonstram que o MK-886 atenua a hipotensdo observada no modelo de
endotoxemia e no modelo de sepse por CLP. Contudo, ndo sabemos se em nossos
animais o pré-tratamento com MK-886 administrado intraperitonealmente alteraria a
pressao arterial, apesar de nao termos detectado alteracdes plasmaticas de cis-LTs.

Outra possivel explicacdo seria uma acao exercida pelos LTBs. Nossas
atencdes permaneceram até certo ponto relacionadas apenas com a influéncia dos
cis-LTs na secrecdo de AVP, visto que a LTC, sintase, mas ndo a LTA4 hidrolase foi
colocalizada com neurbnios vasopressinérgicos dos nucleos PVN e SON do
hipotalamo (SHIMADA et al., 2005). Entretanto, ndo podemos descartar a hipétese
que o LTBy4 periférico poderia estar influenciando a liberagdo de AVP. Em um estudo
realizado por Xu e colaboradores (XU et al., 2009), o LTB4 mostrou aumentar a
expressao de TNF-a e IL1-B tanto em nivel de RNAm quanto de proteina. Além
disso, um recente trabalho revelou que o LTB4 é responsavel por aumentar a

atividade do NF-KB, um fator de transcricdo nuclear responsavel pela producao de
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varios genes de mediadores inflamatérios (SANCHEZ-GALAN et al., 2009). Alguns
destes mediadores como PGs, TNF-a, IL1-B e IL-6 tem sido mostrados influenciar a
secrecdo do hormbnio (BROOKS; GIBSON, 1992; GATTI; BARTFAI, 1993;
LANDGRAF et al., 1995; PALIN et al.,, 2009). Dessa maneira o LTB4 poderia
indiretamente ser responsavel pela liberacdo de AVP via ativacao NF-K@, e a sua
provavel inibicdo por MK-886 seria responsavel pela reducdo ou bloqueio do
horménio durante a fase inicial da sepse. Em nosso trabalho nao sabemos se a
droga inibiria a sintese desse mediador, mas acreditamos que seria interessante um
estudo que verificasse esta possibilidade.

Finalmente, a administracao periférica de MK-886 poderia agir centralmente,
visto que o veiculo da droga pode ultrapassar a barreira hematoencefalica (IWEN,
MILLER, 1987), e ser responsavel pela diminuicdo da liberacado de AVP. De fato,
estudos prévios mostraram que o MK-886 administrado intraperitonealmente foi
responsavel por reduzir o aumento da producédo de cis-LTs hipotalamicos induzido
por LPS, sugerindo assim que a droga pode atingir o sistema nervoso central (PAUL;
FRAIFELD; KAPLANSKI, 1999; AZAB; KAPLANSKI, 2004). Além disso, em nosso
laboratério, foi visto que a injecao i.c.v de MK-886 causou um bloqueio no aumento
da LTC4 sintase hipotalamica 4 horas ap6s CLP. Este bloqueio foi concomitante com
a inibicdo do aumento nas concentragdes plasmaticas de AVP que também foi
observado no mesmo tempo. Este trabalho sugere, portanto, o papel estimulador
dos LTs centrais na liberacdo de AVP (ATHAYDE et al., 2009).

Apesar da administracao intraperitoneal de MK-886, durante a fase inicial da
sepse, exibir um efeito modular na liberacdo de AVP, na fase tardia as
concentragdes plasmaticas do horménio permaneceram em condi¢des basais. Este

fendbmeno também foi observado em estudos clinicos (LANDRY et al.,, 1997;
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SHARSHAR et al., 2003) e em nosso laboratério no modelo de CLP com 10
(ATHAYDE, 2007; PANCOTO et al., 2008) e 20 perfuracdes cecais (CORREA et al.,
2007; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).

Em nosso laboratério varios estudos foram realizados para esclarecer os
motivos pelos quais a concentracao de AVP encontra-se em niveis basais na fase
tardia da sepse a despeito da hipotensdo. As possiveis causas incluem deplecéo
dos estoques de AVP, insuficiéncia autondmica e a producao excessiva de NO
(CORREA et al., 2007; PANCOTO et al., 2008; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).
De fato, nés observamos em nosso estudo concentracoes altas de NO durante esse
periodo, e a presenca do mesmo poderia estar inibindo a liberacdo de AVP, como
previamente sugerido por outros pesquisadores (GIUSTI-PAIVA et al.,, 2002;
GIUSTI-PAIVA; ELIAS; ANTUNES-RODRIGUES, 2005; CORREA et al., 2007).

Em sintese, nossos resultados demonstraram que o modelo de sepse por
CLP promoveu um aumento na liberacdo de AVP na fase inicial da sepse enquanto
na fase tardia ndo houve alteracdo. O pré-tratamento com MK-886 reduziu as
concentracdes plasmaticas do hormdnio de maneira dose-dependente durante a
fase inicial. Considerando que nao houve alteragdes no balanco hidroeletrolitico,
proteinas e cis-LTs plasmaticos e nas concentracées de NO apds o tratamento com
a droga, sugerimos que a administracédo periférica de MK-886 esta envolvida com a
liberacdo de AVP. Em relacdo a fase tardia a droga ndao provocou nenhuma
modificacdo na producédo de NO e a presenca de altas concentragdes do mesmo,

poderia estar inibindo a liberagdo do horménio.
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Conclusao

Nossos resultados sugerem que o MK-886 administrado intraperitonealmente
pode afetar a liberacdo de vasopressina durante a fase inicial da sepse, e esse

efeito parece ser independente da producgéo de éxido nitrico.
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Anexo

Tabela 2. Efeito da administragéo intraperitoneal de MK-886 sobre o recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal. Média (M),

erro padrao da média (EPM) e n dos grupos representados na figura 7.

Grupos
S/ droga DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg)
Tempo (h)
CLP CLP CLP CLP CLP
M x EPM n M x EPM n M + EPM n M + EPM n M:EPM n
4 44+14 4 3,6+0,9 9 25+0,5 5 52+1,4 5 41+0,8 5

Tabela 3. Efeito da administragao intraperitoneal de MK-886 sobre a osmolalidade plasmatica. Média (M), erro padrao da média (EPM)

e ndos grupos representados na figura 8.

Grupos
DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg)
Tempo (h)
OF CLP OF CLP OF CLP OF CLP
M:tEPM n M:EPM n M:EPM n MzEPM n M:EPM n M:EPM n MzEPM n M:izEPM N
0 282,7+29 9 2821+10 9 2795+3,0 6 277,0+3,0 6 2912+23 5 2874+25 5 290,0+15 5 291,0+23 5
4 273,2+40 9 2756*+1,7 9 2788+44 6 2775+24 6 2762+21 5 271,0+£32 5 2740+24 5 270611 5
24 275,4+3,7 9 2709+46 9 2652+39 6 2588+34 6 2740+x2,1 5 2650+34 5 2764+t15 5 266,8+34 5
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Tabela 4. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre o sédio sérico. Média (M), erro padrao da média (EPM) e n dos

grupos representados na figura 9.

Grupos
DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg)
Tempo (h)
OF CLP OF CLP OF CLP OF CLP
M:EPM n M:EPM n M:EPM n M*EPM n M:EPM n M:EPM n MzEPM n MzzEPM N
0 136,4+19 9 1403+16 9 1378+19 5 1423+1,1 6 140,6+08 5 1418+06 5 141610 5 141412 5
4 140,8+1,1 9 1412+20 9 140,2+22 6 1388+15 6 139,0x15 5 1358+1,3 5 140,8+1,1 5 136,8+1,8 5
24 136,9+1,0 9 1356+1,3 10 139,5+05 6 1353+1,7 6 1418+12 5 139,0+1,8 5 1396+14 5 1382+19 5

Tabela 5. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre o hematdcrito. Média (M), erro padrao da média (EPM) e n dos

grupos representados na figura 10.

Grupos
DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg)
Tempo (h)
OF CLP OF CLP OF CLP OF CLP
M*EPM n M:EPM n M:EPM n MzEPM n M*EPM n M:EPM n M:EPM n MzzEPM N
0 442+09 11 46,3+08 11 443+05 6 442+13 6 45114 5 452+13 5 445+16 5 462+08 5
4 456+16 11 557+13 11 455+08 6 524+23 5 483+19 5 531+12 5 465+12 5 547+21 5
24 43,7+13 11 468+1,0 11 436+18 5 465+05 8 448+09 5 485230 5 444+06 5 46,7+20 5

72



73

Anexo

Tabela 6. Efeito da administracao sistémica de MK-886 sobre a concentracao de proteinas plasmaticas. Média (M), erro padrao da

média (EPM) e n dos grupos representados na figura 11.

Grupos
DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg)
OF CLP OF CLP OF CLP OF CLP
M + EPM M+tEPM n MiEPM n M:EPM n M:tEPM n MzzEPM M + EPM

Tempo (h)

M £ EPM

n n n

0 114+04 5 114+x03 5 10,106 &5 9703 5 112+01 5 109+x03 5 11402 5

4 84+09 5 84+04 5 10405 5 94+0,7 5 94+x05 &5 76x06 5 88+05 5 84+04
5 5 5

N
10,7+04 5
5
24 10,7+ 0,5 105+04 5 82+08 5 99+x02 5 74+00 5 10509 82+05 4

8,105

Tabela 7. Efeito da administragéo intraperitoneal de MK-886 sobre a produgéo de nitrato sérico. Média (M), erro padrao da média (EPM)

e ndos grupos representados na figura 12.

Grupos
DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg)
Tempo (h)
OF CLP OF CLP OF CLP OF CLP
M:EPM n M:EPM n M*EPM n M:EPM n MzEPM n MzEPM n M:EPM n M::EPM n
0 312+43 10 22016 9 220+59 6 338+11 5 413+x41 6 381+46 6 328+62 6 334+£3,7 6
4 28,7+42 10 48,7+3,7 9 265+19 6 466+143 6 30,0+56 6 465+14 6 333+43 6 387+x19 6
24 298+34 10 143,1x176 9 270+09 6 1228+276 5 36,8+3,7 6 1255+241 6 444+59 6 1252+19,8 6
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Tabela 8. Efeito da administracao intraperitoneal de MK-886 sobre os niveis de cis-leucotrienos plasmaticos. Média (M), erro padrao da

média (EPM) e n dos grupos representados na figura 13.

Grupos
DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg)
Tempo (h)
CLP CLP CLP CLP
M:EPM n M:zEPM M x EPM n M + EPM n M + EPM n
4 488,1+14,3 4 502,8+18,0 4 427,8 + 21,2 4 489,0+414 4 528,6 + 100,4 4
24 479,2+31,0 4 4919576 4 522,6 + 79,7 4 4547 +53,8 4 4227 +740 4

Tabela 9. Efeito da administracdo intraperitoneal de MK-886 sobre a concentracdo de vasopressina plasmatica. Média (M), erro padrao

da média (EPM) e n dos grupos representados na figura 14.

Grupos
DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg)
Tempo (h)
OF CLP CLP OF CLP OF CLP
M:EPM n MzEPM n M:iEPM n M:EPM n MzEPM n M:iEPM n M:EPM n
4 0,7+£0,1 14 43%0,7 6 28+x02 6 05+00 9 0901 7 06x01 10 0301 6
24 06+0,1 14 1,0%0,2 6 08+x02 6 10+01 7 0502 6 07x01 10 0301 5




