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RESUMO 
 
 
MARTINS, T.F. Efeito do MK-886, um inibidor da síntese de leucotrienos, 
na produção de óxido nítrico e na liberação de vasopressina durante 
sepse experimental. 2009. 74f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo. 
Ribeirão Preto, 2009. 
 

Evidências sugerem que os leucotrienos (LTs) e óxido nítrico (NO) 
podem apresentar um papel na liberação de vasopressina (AVP) que ocorre 
durante a fase inicial da sepse. Além disso, é conhecido que os LTs afetam a 
produção de NO. Nosso objetivo foi analisar o efeito do MK-886, um inibidor da 
síntese de LTs, na produção de NO e na liberação de AVP durante sepse 
experimental. Ratos Wistar receberam injeções i.p. de MK-886 (1.0, 2.0 ou 
4.0mg/kg) ou veículo (DMSO 5%) 1h antes da ligadura e perfuração cecal 
(CLP) ou operação fictícia. Em um grupo a taxa de sobrevida foi monitorada 
durante 3 dias. Em outro grupo, os animais foram decapitados em 0, 4 e 24h 
após CLP ou operação fictícia, e o sangue foi coletado para a determinação da 
osmolalidade, sódio sérico, hematócrito, proteínas plasmáticas, nitrato sérico e 
cis-LTs e AVP plasmáticos. Além disso, foi avaliado o recrutamento de 
neutrófilos para a cavidade peritoneal dos ratos. O CLP aumentou os níveis de 
nitrato sérico, perda de proteínas, hematócrito e AVP plasmática 4h após a 
cirurgia, além disso, causou uma mortalidade de 80% após 3 dias de 
observação. Os níveis de sódio sérico e a osmolalidade apresentaram 
reduções pequenas, enquanto os níveis de cis-LTs e o recrutamento de 
neutrófilos permaneceram inalterados. O pré-tratamento com qualquer 
concentração de MK-886 não diminuiu a produção de nitrato sérico, a perda de 
proteínas plasmáticas e o hematócrito.  Além disso, não alterou os níveis de 
sódio sérico, osmolalidade, cis-LTs plasmáticos, o recrutamento de neutrófilos 
e a taxa de sobrevida. Porém, a liberação de AVP foi afetada de uma maneira 
dose-dependente na fase inicial da sepse. Na fase tardia, a AVP plasmática se 
manteve em concentrações basais e a administração de MK-886 não alterou 
essas concentrações. Os resultados sugerem que o MK-886, um inibidor da 
síntese de leucotrienos, pode afetar a liberação de vasopressina na fase inicial 
da sepse e esse efeito parece ser independente da produção de óxido nítrico. 
 
Palavras-chaves: Sepse, vasopressina, leucotrienos, CLP, óxido nítrico. 
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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 Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto 
- Universidade de São Paulo. Ribeirão 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 síntesis de LTs, en la 
producción de óxido nítrico y en la liberación de vasopresina durante 
sepse experimental. 2009. 74f. Disertación (Masters). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo. Ribeirão Preto, 
2009. 
 

Evidencias sugieren que los leucotrienos (LTs) y el óxido nítrico (NO) 
pueden presentar un papel en la liberación de vasopressina (AVP) que ocurre 
durante la fase inicial de sepse. Además, se sabe que los LTs pueden afectar 
la producción de NO. Nuestro objetivo fue analizar el efecto do MK-886, un 
inhibidor de la síntesis de LTs, en la producción de NO y en la liberación de 
AVP. Ratones Wistar recibieron inyecciones i.p. de MK-886 (1.0, 2.0 o 
4.0mg/kg) o vehículo (DMSO 5%) 1h antes de la ligadura y perforación cecal 
(CLP) o operación ficticia. En un grupo la tasa de sobrevida fue supervisado 
durante 3 días. En otro grupo, los animales fueron decapitados en 0, 4 e 24h 
después CLP o operación ficticia, y la sangre fue colectada para la 
determinación de la osmolalidad, sodio sérico, hematocrito, proteínas 
plasmáticas, nitrato sérico y cis-LTs y AVP plasmáticos. Además, fue avaluado 
el reclutamiento de neutrófilos para la cavidad peritoneal de los ratones. Lo 
CLP aumento los niveles de nitrato sérico, perdida de proteínas, hematócrito y 
AVP plasmática 4h después de la cirugía, además, causo una mortalidad de 
80% después de 3 días de observación. Los niveles de sodio sérico y 
osmolalidad presentaron reducciones pequeñas, mientras que los niveles de 
cis-LTs y el reclutamiento de neutrófilos permanecieron inalterados. El pré-
tratamiento con cualquier concentración de MK-886 no disminuyó la producción 
de nitrato, la perdida de proteínas y hematocrito. Además, no afectó los niveles 
de sodio sérico, osmolalidad, cis-LTs plasmáticos y el reclutamiento de 
neutrófilos ni alteró la tasa de sobrevida. Por tanto, la liberación de AVP fue 
afectada de una manera dosis-dependiente en la  fase inicial de la sepse. En la 
fase tardía de la sepse, la AVP plasmática se mantuvo en concentraciones 
basáis y la administración de MK-886 no altero esas concentraciones. Los 
resultados sugieren que el MK-886, un inhibidor de la síntesis de LTs, puede 
afectar la liberación de vasopresina en la fase inicial de la sepse y ese efecto 
parece ser independiente de la producción de óxido nítrico. 
 
Las palabras claves: Sepse, vasopresina, leucotrienos, CLP, óxido nítrico. 
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_______________________________________________________ Introdução _________ 2

1.1. Sepse e Choque séptico  

 

Nos últimos 100 anos, o nosso conhecimento aumentou em relação à 

“sepse”, palavra de origem grega (Σήψις, septikos) que significa putrefação. Em 

1680, foram realizadas as primeiras descrições sobre bactérias, mas já em 200 anos 

antes a relação entre esses microorganismos e infecção tinha sido percebida por 

alguns cientistas. Finalmente, em 1914, Schottmueller sugeriu que a liberação de 

germes patogênicos na circulação sangüínea era responsável por sinais e sintomas 

sistêmicos, 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 conferência com o objetivo de oferecer 

uma definição prática para sepse, a fim de melhorar a capacidade de 

reconhecimento da doença e assim poder intervir com a terapêutica precocemente 

(BONE et al., 1992). 

Em 2001, foi realizada uma nova conferência com a finalidade de revisar as 

definições de sepse propostas por Bone e colaboradores (BONE et al., 1992). Essa 

segunda conferência acrescentou uma série de sinais e alterações laboratoriais 

comumente encontrados nos pacientes, no sentido de se obter uma definição mais 

específica. Além disso, foi proposto o sistema “PIRO” (Predisposition, Insult infection, 

Response, Organ dysfunction), o qual classifica os pacientes com base nas suas 

condições de predisposição (comorbidades e fatores genéticos), natureza e 

extensão da infecção, magnitude da resposta inflamatória, e o grau de disfunção de 

órgãos. 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 conferências, o termo Síndrome da Resposta 

Inflamatória Sistêmica (SIRS) é usado para descrever uma reação inflamatória 

desencadeada pelo organismo frente a um processo infeccioso (bactérias, fungos ou 

vírus) ou não-infeccioso (pancreatite, isquemia, trauma ou grandes queimaduras). 

SIRS é caracterizada quando o paciente apresenta duas ou mais das seguintes 

condições: 1) Temperatura maior que 38 °C ou menor que 36 °C; 2) Freqüência 

cardíaca superior a 90 batimentos/minuto; 3) Freqüência respiratória superior a 20 

movimentos/minutos; 4) Número de leucócitos no sangue periférico maior que 

12.000/mm3 ou menor que 4.000/mm3 ou, ainda, presença de mais de 10% de 

formas jovens (bastonetes) (BONE et al., 1992; LEVY et al., 2003). 

Sepse é definida quando o paciente apresenta uma resposta inflamatória 

sistêmica (SIRS) secundária a um processo infeccioso (BONE et al., 1992; LEVY et 

al., 2003). 

Sepse grave é caracterizada quando a sepse é acompanhada de qualquer 

disfunção orgânica. Seja ela: 1) cardiovascular (hipotensão arterial); 2) respiratória 

(lesão pulmonar aguda levando à hipoxemia); 3) renal (oligúria e/ou creatinina 

elevada); 4) hepática (hiperbilirrubinemia direta); 5) hematológica (plaquetopenia); 6) 

e no sistema nervoso central (encefalopatia, alteração do estado mental) (BONE et 

al., 1992; LEVY et al., 2003; SILVA, 2006). 

Choque séptico consiste, segundo as conferências, em sepse grave seguida 

de hipotensão arterial persistente não responsiva à reposição volêmica, 

necessitando de drogas vasopressoras para restabelecer a pressão arterial (BONE 

et al., 1992; LEVY et al., 2003; SILVA, 2006). 

A hipotensão e a hipoperfusão podem levar a uma situação de função 

orgânica alterada, que resulta em quadro de disfunção e até em falência total dos 
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órgãos, denominado síndrome de disfunção múltipla de órgãos (MODS) (BONE et 

al., 1992; BONE; GRODZIN; BALK, 1997; LEVY et al., 2003). 

Nos últimos anos, estudos epidemiológicos realizados em diferentes países 

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 bilhões 

de dólares (ANGUS et al., 2001). 

No Brasil, a situação não é diferente, um estudo conduzido pelo Instituto 

Latino Americano de Sepse (ILAS) em 21 UTIs, revelou que a mortalidade por sepse 

é grande, próximo a 44%, e os custos totais giram em torno de $ 10.000 por 

paciente (SOGAYAR et al., 2008). 

Apesar dos avanços no tratamento e diagnóstico de sepse, acredita-se que a 

taxa de mortalidade vem crescendo possivelmente devido ao envelhecimento da 

população, aumento no emprego de técnicas invasivas e prováveis alterações nos 

agentes microbianos, tornando-os multiresistentes (BONE, 1991; ANGUS; WAX, 

2001; HANNA, 2003). 

Devido ao fato do número de óbito por sepse estar aumentando 

continuamente  (SILVA et al., 2004; DOMBROVSKIY et al., 2007), em outubro de 

2002, deu-se início a uma campanha denominada sobrevivendo à sepse (Surviving 

Sepsis Campaing). O principal objetivo da mesma era reduzir a mortalidade de 

sepse em 25% num período de cinco anos, além de discutir alguns aspectos clínicos 

que devem ser levados em consideração ao se tratar os pacientes sépticos 

hospitalizados (DELLINGER et al., 2008). No Brasil, 43 hospitais já aderiam ao uso 

das condutas e pacotes preconizados pela campanha (TELES et al., 2008). 



_______________________________________________________ Introdução _________ 5

1.2. Modelos de sepse experimental 

 

Há muita controvérsia acerca da adaptação de dados experimentais para 

ensaios clínicos. Modelos animais fornecem subsídios importantes sobre o processo 

séptico, entretanto, não representam fidedignamente o episódio típico de sepse 

clínica em humanos (POLI-DE-FIGUEIREDO et al., 2008). 

Apesar desta limitação, modelos experimentais são essenciais no 

desenvolvimento de novas terapias para sepse e choque séptico. Eles fornecem 

informações sobre a farmacocinética, toxicidade, e mecanismos de ação de drogas 

que não 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 infusão intravascular 

de endotoxinas (LPS), peritonites bacterianas, ligadura e perfuração cecal (CLP), 

infecção tecidual leve, modelos de pneumonia e meningite, ou ainda a associação 

de dois modelos (GARRIDO, 2004; MUENZER et al., 2006). Dentre esses, os 

modelos mais usados são o de injeção intraperitoneal ou endovenosa de LPS e o 

modelo de CLP, caracterizado por ligadura parcial do ceco para diminuição do 

lúmen, seguido de perfurações nas bordas mesentéricas e consecutiva liberação 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 (infusão de LPS) pode reproduzir muitas 

características de sepse humana, contudo, não imita pontualmente a complexidade 
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clínica dos pacientes, por não 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 características imunológicas de sepse 

clínica. Além disso, apresenta diversidade de microrganismos (gram-positivos e 

negativos) e uma constante liberação 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 são de natureza 

bastante complexa. As respostas imunológicas, imperativas no controle da infecção, 

podem também mediar as alterações funcionais, que fornecem a base 

fisiopatológica nesta doença (WALLEY et al., 1996; EBONG et al., 1999; 

MARTINEAU; SHEK, 2000; RIOS-SANTOS et al., 2003). 

O processo infeccioso começa com a proliferação de microrganismos gram 

positivos e negativos no sítio infeccioso, podendo atingir diretamente o sistema 

circulatório ou proliferar localmente (PARRILLO, 1993). Neste momento tem-se a 

produção de várias substâncias, as quais estimulam a liberação de mediadores 

inflamatórios pelos macrófagos, neutrófilos e outras células. Estas substâncias que 

desencadeiam a resposta inflamatória incluem componentes estruturais de 

microrganismos que constituem os chamados padrões moleculares associados à 

patógenos (Pamps) (PARRILLO, 1993; MEDZHITOV; JANEWAY, 1997; HANNA, 

2003; SRISKANDAN; ALTMANN, 2008). 
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Entre os exemplos de Pamps estão o lipopolissacarídeo (LPS) das bactérias 

gram-negativas e o ácido lipoteicóico das gram-positivas (ADEREM; ULEVITCH, 

2000). Esses constituintes bacterianos são reconhecidos por receptores presentes 

em células do sistema imunológico, 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 proteína ligadora de LPS (LPB), a qual opsoniza o LPS facilitando o 

seu reconhecimento pelo receptor CD14, presente na superfície de macrófagos e 

neutrófilos. 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, 2003). 

Similarmente, o ácido lipoteicóico das bactérias gram-positivas geram uma 

série de respostas e por fim são reconhecidos pelos receptores toll-like 2 (TLR-2) 

(ADEREM; ULEVITCH, 2000; SRISKANDAN; ALTMANN, 2008). 

A ativação do TLR-2 ou TLR-4 resulta em uma cascata de sinalização, com 

consecutiva ativação do fator de transcrição NF-kB, o qual culmina na liberação 

excessiva de mediadores e concomitantemente em uma intensa ativação de células 

inflamatórias (Figura 1). Alguns dos mediadores inflamatórios liberados durante a 

sepse são: fator de necrose tumoral α (TNF-α), interleucinas (ILs) 1, 6, 10, 12, fator 

ativador de plaquetas (PAF), óxido nítrico (NO) e leucotrienos (LTs) (COHEN, 2002; 

GIUSTI-PAIVA; BRANCO et al., 2003; HANNA, 2003; RIOS-SANTOS et al., 2003; 

SRISKANDAN; ALTMANN, 2008). 

Esses mediadores, quando liberados em excesso, produzem os sinais e 

sintomas clínicos 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 liberação de óxido nítrico e de outros mediadores 
inflamatórios através de leucócitos ativados. Figura adaptada de emcrit.org/065-132/132-sepsis.htm 

 

Além de produtos bacterianos, a resposta inflamatória também pode ser 

causada por fungos, vírus e parasitas (GLAUSER et al., 1991; SANDS et al., 1997; 

KUMAR; WOOD; PARRILLO, 2003). Entretanto, em 85% dos casos de choque 

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

 

1.4. Arginina Vasopressina (AVP)  

 

Os mediadores inflamatórios excessivamente liberados durante a sepse 

podem direta ou indiretamente atingir o sistema nervoso central ativando neurônios 

envolvidos em funções autonômicas e neuroendócrinas (MCCANN et al., 2000; 

ENGBLOM et al., 2002; KOVACS, 2002). Em se tratando das alterações 

neuroendócrinas, sabe-se que durante a sepse o eixo hipotálamo-hipófise encontra-

se alterado, podendo inibir ou estimular a liberação de vários hormônios 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 hormônio antidiurético (ADH) é um nonapeptídeo com uma ponte 

dissulfeto entre duas cisteínas. Ela é sintetizada em neurônios magnocelulares 

localizados nos núcleos supraóptico (SON) e paraventricular (PVN) do hipotálamo. A 

AVP e a neurofisina, proteína carreadora axonal, migram através dos axônios 

desses neurônios até a neurohipófise, onde o hormônio é armazenado, e 

posteriormente liberado para a circulação após estímulos adequados (SWAAB; 

NIJVELDT; POOL, 1975; BARBERIS, 1998; HOLMES et al., 2001).  

O aumento da osmolalidade plasmática, hipotensão ou hipovolemia severa 

são os principais estímulos envolvidos na secreção de AVP. Além disso, a sua 

liberação também pode ser mediada por mediadores inflamatórios, como 

prostaglandinas (PGs), NO, TNF-α, 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 ações da AVP são complexas devido a sua atuação em pelo menos três 

subtipos de receptores acoplados à proteína G (BARBERIS; MOUILLAC; 

DURROUX, 1998; BIRNBAUMER, 2000; HOLMES; LANDRY; GRANTON, 2003).  

O receptor V1 (ou V1a) está presente em tecidos específicos, como nos rins, 

coração, plaquetas, fígado, baço, testículos, cérebro e especialmente no músculo 

liso vascular. O papel fisiológico exato da AVP em muitos destes tecidos ainda 

permanece desconhecido. Porém a alta densidade do receptor V1 nas células 

musculares lisas explica muitos efeitos cardiovasculares do hormônio, sendo 

responsável pela vasoconstrição (THIBONNIER, 1992; HOLMES et al., 2001; 

HOLMES; LANDRY; GRANTON, 2003; MAYBAUER et al., 2008). 



_______________________________________________________ Introdução _________ 10

O receptor V2 está localizado nos ductos coletores renal. A ligação da AVP a 

este subtipo de receptor promove a incorporação de canais de água (aquaporinas) 

na superfície das células luminais, resultando no aumento da permeabilidade à 

água. Esse processo caracteriza a ação antidiurética do hormônio (INNAMORATI; 

SADEGHI; BIRNBAUMER, 1996; ERLENBACH; WESS, 1998; BIRNBAUMER, 2000; 

HOLMES; LANDRY; GRANTON, 2003). 

O receptor V3 (ou V1b) é encontrado na adenohipófise e a ativação deste 

receptor pela AVP está relacionada à estimulação da secreção do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) (LIU et al., 1994; THIBONNIER, 1997; HOLMES; 

LANDRY; GRANTON, 2003). 

  

1.5. Arginina vasopressina e sepse 

 

Estudos clínicos relatam um aumento na concentração plasmática 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 doença quando a presença 

da hipotensão deveria estimular a secreção do hormônio, a concentração plasmática 

do mesmo encontra-se inapropriadamente próximo a valores basais (LANDRY; 

OLIVER, 2001; SHARSHAR et al., 2003). 

Há várias hipóteses para que a concentração plasmática de AVP esteja 

reduzida na fase tardia da sepse, como por exemplo: depleção dos estoques 

secretórios do hormônio na neuro-hipófise (SHARSHAR et al., 2002; OLIVEIRA-

PELEGRIN et al., 2009); insuficiência autonômica (HOLMES et al., 2001; PANCOTO 

et al., 2008); e redução da secreção do hormônio por liberação excessiva de óxido 

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

  

O óxido nítrico (NO) é um gás endógeno e a sua síntese se realiza por ação 

de uma enzima, a óxido nítrico sintase (NOS), que catalisa a produção de NO a 

partir do aminoácido 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 cálcio 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, há 

descrição de uma isoforma constitutiva localizada na mitocôndria de diferentes 

órgãos, 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 produção 

de NO, que junto com outros mediadores inflamatórios é capaz de causar 

vasodilatação, aumento na permeabilidade vascular e conseqüente hipotensão 

(THIEMERMANN, 1997; KIRKEBOEN; STRAND, 1999; GIUSTI-PAIVA et al., 2002; 

GIUSTI-PAIVA; BRANCO et al., 2003). A hipotensão permanente pode então levar 

a isquemia e falência múltipla de órgãos (GLAUSER et al., 1991). 

Vários estudos têm evidenciado o efeito modulador do NO na secreção de 

AVP, e esse efeito pode ser tanto estimulatório (OTA, 1993; VENTURA et al., 

2005; CORREA et al., 2007), quanto inibitório (YASIN et al., 1993; GIUSTI-PAIVA 

et al., 2002; CARNIO et al., 2005) dependendo do contexto fisiopatólogico 

analisado.  
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Em se tratando de sepse, no modelo de endotoxemia, foi observado que 

tanto a administração central de L-NAME (inibidor da NOS), quanto de 

aminoguanidina (inibidor seletivo da NOSi), provocou um aumento nas 

concentrações plasmáticas de AVP (GIUSTI-PAIVA et al., 2002; GIUSTI-PAIVA; 

RUGINSK et al., 2003). 

Entretanto, em nosso laboratório a administração sistêmica de 

aminoguanidina no modelo de sepse polimicrobiana, revelou que os animais 

submetidos à CLP e previamente tratados com a droga apresentaram uma redução 

nas concentrações plasmática de AVP, sugerindo um papel estimulatório do NO na 

secreção do hormônio (CORREA et al., 2007).  

 

1.7. Leucotrienos  

 

Identificados em 1979 (BORGEAT; SAMUELSSON, 1979; MURPHY; 

HAMMARSTROM; SAMUELSSON, 1979; SAMUELSSON et al., 1979), os 

leucotrienos (LTs) são mediadores lipídicos derivados do ácido araquidônico (AA) 

por uma sequência de reações catalisadas por enzimas via padrão 5-lipoxigenase 

(5-LO) (PETERS-GOLDEN; BROCK, 2001). 

Esses mediadores são produzidos principalmente por leucócitos, mas 

também podem ser sintetizados pelo músculo vascular liso, células endoteliais, 

eritrócitos, plaquetas e por neurônios (FITZPATRICK et al., 1984; FEINMARK; 

CANNON, 1986; CLAESSON; HAEGGSTROM, 1988; MACLOUF; MURPHY, 1988; 

HENDERSON, 1994; FARIAS et al., 2007). 

Em condições fisiológicas, o AA encontra-se esterificado na posição sn-2 da 

membrana fosfolipídica. Durante ativação celular, por diferentes estímulos (LPS, 
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IL-1, TNF-α, e outros), tem-se um aumento de cálcio intracelular e consequente 

translocação da fosfolipase A2 citosólica α (cPLA2α) para a membrana nuclear da 

célula (CLARK et al., 1995; HIRABAYASHI; SHIMIZU, 2000). Este processo 

culmina na liberação do AA dos fosfolipídios de membrana (DENNIS, 1994; LAM, 

2003). O AA liberado pode ser metabolizado por diversas vias dando origem a 

prostaglandinas, tromboxanos, ácido epoxieicosatetraenóico, lipoxinas, e aos LTs. 

Essas substâncias são coletivamente denominadas de eicosanóides 

(HENDERSON, 1991; NIKNAMI et al., 2009). 

Para que ocorra a síntese de LTs, o AA liberado é transformado, no núcleo 

da célula, em ácido 5-hidroperoxieicosatetraenóico (5-HPETE) que, por ser 

instável, é rapidamente convertido em leucotrieno A4 (LTA4) pela ação da 5-LO 

(PETERS-GOLDEN; BROCK, 2001). Essa enzima é deslocada do núcleo ou do 

citosol para a membrana nuclear (ROUZER; KARGMAN, 1988; BROCK; MCNISH; 

PETERS-GOLDEN, 1995) e ativada pela proteína ativadora da 5-lipoxigenase 

(FLAP). Esta última permanece associada à membrana nuclear (WOODS et al., 

1993), e tem a propriedade de se ligar ao AA e apresentar esse substrato à 5-LO 

(ABRAMOVITZ et al., 1993; MANCINI et al., 1993). 

Ao final da via da 5-LO, o LTA4 é enzimaticamente hidrolizado e 

transformado em LTB4, pela ação da LTA4 hidrolase (ROUZER; MATSUMOTO; 

SAMUELSSON, 1986; HAEGGSTROM, 2000). Ou, ainda, em LTC4 pela ação da 

LTC4 sintase, uma proteína de membrana integral que catalisa a conjugação de 

LTA4 com glutationa reduzida (PENROSE et al., 1992; LAM et al., 1994). Após a 

síntese do LTC4, o mesmo pode ser metabolizado a LTD4 e LTE4, pela ação da 

gama-glutamil transferase e peptidades, respectivamente. O LTC4 e seus 
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metabólitos, LTD4 e LTE

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

 

Figura 2.  Organização intracelular das prin
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leucotrienos (cis-LTs) 
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coração, fígado, pâncreas, 
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baço, ovário e leucócitos. Contudo, no sistema nervoso central a existência de 

receptores para LTB4 ainda não foi descrita (TODA et al., 1999; YOKOMIZO; KATO 

et al., 2000). 

O receptor CisLT1 tem maior afinidade pelo LTD4 do que pelo LTC4 e LTE4, e 

está localizado principalmente em leucócitos do sangue periférico, pulmão e baço 

(LYNCH, 1999; SARAU et al., 1999; HUI; FUNK, 2002).  

O CisLT2 tem alta afinidade pelo LTC4 e LTD4 e menor para o LTE4. 

Originalmente, esse receptor foi encontrado no pulmão, leucócitos do sangue 

periférico, baço, coração, glândula adrenal, e em várias regiões do cérebro (HEISE 

et al., 2000; NOTHACKER et al., 2000; HUI; FUNK, 2002). 

Mais recentemente, um novo receptor que se liga tanto a nucleotídeos uracil e 

cis-LTs têm sido descrito como receptor órfão acoplado à proteína G (GPR17). Esse 

receptor é homólogo aos receptores para cis-LTs e está envolvido em quadro de 

isquemia (CIANA et al., 2006; LECCA et al., 2008). 

O LTB4 promove quimiotaxia, ativação e adesão de leucócitos ao endotélio 

vascular. Dessa maneira, é o mediador responsável pelo recrutamento de leucócitos 

da circulação sanguínea para o tecido infectado (CUNNINGHAM; SHIPLEY; SMITH, 

1980; FORD-HUTCHINSON et al., 1980; GIMBRONE; BROCK; SCHAFER, 1984; 

FLAMAND et al., 2007). 

Os cis-LTs são melhores conhecidos pelos seus efeitos de broncoconstrição e 

secreção de muco através de vias aéreas, sendo respostas características de 

pacientes com asma (DAHLEN et al., 1980).  Além disso, os cis-LTs exercem papel 

importante nos vasos, sendo responsáveis 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)

 

A regulação da biosíntese de LTs pode também envolver 

de uma célula à outra 

continuar a transformação bioquímica apesar do LTA

curta (MURPHY; GIJON, 2007)

transcelular e sugere que o ambiente celular, que 

importante controle na produção de 

 

1.8. Leucotrienos e sepse

 

Embora muitos estudos sobre os LTs

(BISGAARD; LOLAND; OJ, 1999; BRATTON et al., 1999; WILSON et al., 2001; 

SANDRINI et al., 2003)

estudos em animais e humanos

____________________________________________ Introdução

KAUFMANN, 1990; SPRINGER et al., 1990; HENDERSON; KEAY; BANDLER, 

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

 

Adaptado de Murphy e Gijón (2007) 

egulação da biosíntese de LTs pode também envolver 

de uma célula à outra que apresenta LTC4 sintase ou LTA4

continuar a transformação bioquímica apesar do LTA4 apresentar uma meia vida 

(MURPHY; GIJON, 2007). Esse processo é denominado biosíntese 

transcelular e sugere que o ambiente celular, que é a interação célula

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

sepse 

estudos sobre os LTs evidenciem seu papel na asma

(BISGAARD; LOLAND; OJ, 1999; BRATTON et al., 1999; WILSON et al., 2001; 

2003), a idéia que estes são mediadores 

em animais e humanos (SPRAGUE et al., 1989; CAN et al., 1998; 
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KAUFMANN, 1990; SPRINGER et al., 1990; HENDERSON; KEAY; BANDLER, 

 

egulação da biosíntese de LTs pode também envolver transporte de LTA4 

 hidrolase, e assim 

apresentar uma meia vida 

denominado biosíntese 

interação célula-célula, exerce 

(DI GENNARO et al., 2004). 

seu papel na asma 

(BISGAARD; LOLAND; OJ, 1999; BRATTON et al., 1999; WILSON et al., 2001; 

 na sepse originou 

(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 básicos sugerem a participação dos LTs nas manifestações 

cardiovasculares do choque séptico (CAN et al., 1998; BENJAMIM et al., 2005). A 

administração de LPS a coelhos causou um declínio bifásico e severo da pressão 

arterial, e o pré-tratamento oral com MK-886 (5 mg/kg), inibidor da síntese de LTs, 

atenuou a resposta hipotensiva ao lipopolisacarídeo (CAN et al., 1998). No modelo 

de sepse polimicrobiana também foi possível verificar que camundongos submetidos 

à CLP e tratados com administração oral de MK-571 (antagonista do receptor cis-

LT1) exibem menor hipotensão induzida por sepse (BENJAMIM et al., 2005).  

Além dos efeitos cardiovasculares, os LTs estão envolvidos com a 

sobrevivência 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 (1mg Kg-1) apresentaram 100% de sobrevida (BENJAMIM et al., 2005). Em 

experimento realizado em nosso laboratório, utilizando 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 síntese do LTs (inibição da fosfolipase A2) 

resultou em diminuição da produção de LTB4 pelos neutrófilos humanos e também 

mostrou ser efetivo na sobrevivência de camundongos submetidos à 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 
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incapazes de aumentar a produção de LTC4, e isso foi relacionado com uma menor 

sobrevivência desses pacientes em relação aos voluntários saudáveis. Os autores 

sugerem o papel dos leucotrienos como marcador de prognóstico na sepse a partir 

da correlação entre a capacidade de síntese de LTC4 e a sobrevida desses 

pacientes (MORLION et al., 2000).  

 

1.9. Leucotrienos e sistema nervoso central (SNC) 

 

A presença de metabólitos do AA é amplamente distribuída em várias regiões 

encefálicas, e parece estar relacionada com funções neuroendócrinas (LINDGREN 

et al., 1985; SHIMADA et al., 2005).  

A produção de LTs no SNC está associada com a existência das enzimas 5-

LO e FLAP. A expressão do RNAm dessas enzimas foi determinada por RT-PCR 

seguida da análise por Southern blot em várias regiões do encéfalo de ratos, 

incluindo hipocampo e hipotálamo (LAMMERS et al., 1996). 

Uma grande quantidade de LTC4 foi detectada por imunohistoquímica e 

cromatografia no hipotálamo e na eminência mediana (HULTING et al., 1985; 

MIYAMOTO et al., 1987; SHIMADA et al., 2005). 

Por meio da análise de tecidos humanos por Northern blot foi possível 

observar que o RNAm do receptor CisLT2 era expresso em várias regiões do 

encéfalo, com particular concentração na hipófise e no hipotálamo (HEISE et al., 

2000). Esses resultados sugerem que os cis-LTs plasmáticos podem exercer ações 

centrais, tendo em vista a existência de receptores neuronais para os mesmos.  

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

AA parecem ter funções no controle da secreção de diferentes hormônios do 
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hipotálamo e da glândula adenohipófise. Esse papel pôde ser identificado quando os 

mesmo autores utilizando cultura de células da adenohipófise de ratos observaram 

que o LTC4 estimula a liberação do hormônio luteinizante (LH). 

O LTC4 no SNC também parecer estar relacionado com o sistema 

vasopressinérgico do eixo hipotálamo-neurohipofisário. A LTC4 sintase, mas não a 

LTA4 hidrolase, foi identificada em neurônios magnocelulares vasopressinérgicos 

dos núcleos PVN, SON e supraquiasmático (SC) do hipotálamo e na área 

retroquiasmática (RC), bem como em terminações axônicas na hipófise de 

camundongos. Além disso, os resultados deste estudo indicaram que a LTC4 sintase 

é seletiva para neurônios vasopressinérgicos, não apresentando expressão em 

neurônios ocitocinérgicos (SHIMADA et al., 2005). Os autores, portanto, propõem 

que o LTC4, mas não o LTB4, pode estar envolvido na regulação da secreção de 

vasopressina.  

 

1.10. Leucotrienos e óxido nítrico  

 

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

mediadores inflamatórios, como por exemplo, o óxido nítrico (PETERS-GOLDEN; 

GLEASON; TOGIAS, 2006). 
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Figura 3.  Interação entre cis-leucotrienos (cis-LTs) e outros mediadores inflamatórios. (a) Há a regulação 
bidirecional de cis-LTs com alguns mediadores; (b) os cis-LTs modulam a produção e atividade de mediadores 
inflamatórios; (c) e estes podem modular a atividade dos cis-LTs (PETERS-GOLDEN; GLEASON; TOGIAS, 
2006). 

 

 

O NO tem sido muito estudado em nosso laboratório, visto que, esse 

mediador apresenta efeito modulador na secreção de AVP e o seu aumento 

representa um marco durante sepse experimental (CORREA et al., 2007; 

ATHAYDE et al., 2009; COELHO, 2009). Além disso, vários estudos têm 

demonstrado o efeito de antagonista de receptor ou inibidores de LTs na produção 

desse mediador (WILSON et al., 2001; OFFER et al., 2003; WON et al., 2005; 

ATHAYDE et al., 2009). 

Montelukast (antagonista do receptor Cis-LT1) foi mostrado reduzir os níveis 

de NO em ensaios clínicos com pacientes adultos asmáticos (WILSON et al., 2001; 

SANDRINI et al., 2003) e com crianças (BISGAARD; LOLAND; OJ, 1999; 

BRATTON et al., 1999). Esse antagonista também foi mostrado reduzir a 

expressão da NOSi em pulmão de ratos (OFFER et al., 2003). 
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O tratamento de células gliais com LPS promoveu aumento do conteúdo de 

RNA mensageiro (RNAm) e da enzima NOSi, e conseqüente aumento da produção 

de NO. Quando essas células foram incubadas com MK-886, os pesquisadores 

observaram que havia redução tanto do conteúdo de RNAm e da proteína NOSi 

quanto da concentração de NO, sugerindo que a 5-LO medeia a expressão do 

gene da NOSi durante endotoxemia (WON et al., 2005). 

Em estudo realizado em nosso laboratório com o modelo de sepse 

polimicrobiana por CLP, também foi possível observar uma redução dos níveis de 

NO com a administração central de MK-886. Neste mesmo trabalho, durante a fase 

inicial da sepse, a administração do inibidor, bloqueou o aumento das 

concentrações hipotalâmicas de LTC4 sintase e inibiu a secreção de AVP, além 

disso, aumentou a sobrevida dos animais (ATHAYDE et al., 2009). Diante deste 

contexto, nós nos perguntamos se a administração periférica da droga provocaria 

as mesmas alterações na produção de NO e na liberação de AVP. 

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo verificar os efeitos da 

administração intraperitoneal de MK-886 na produção de NO e na liberação de 

vasopressina durante sepse experimental.  
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2.1. Objetivo geral 

 

Analisar o efeito do MK-886, um inibidor da síntese de leucotrienos, na 

produção de óxido nítrico e na liberação de vasopressina durante sepse 

experimental.  

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

2.2.1. Analisar o efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre a 

sobrevida e recrutamento de neutrófilos para cavidade abdominal dos animais após 

sepse experimental; 

 

2.2.2. Verificar se a administração intraperitoneal de MK-886 altera o 

osmolalidade, sódio sérico, hematócrito, proteínas plasmáticas em animais 

sépticos; 

 

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

produção de nitrato sérico e de cis-LTs plasmáticos após sepse experimental; 

 

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

liberação de vasopressina em animais sépticos. 
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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 Ribeirão Preto. Os animais foram ambientados em caixas coletivas (5 ratos por 

caixa), com livre acesso à água e ração (6003/100110036, NUVILAB CR-1 

Autoclavável), à temperatura de aproximadamente 25±2°C e em fotoperíodo de 

12/12 horas.  

Os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirão Preto-USP 

(Protocolo n° 07.1.928.53.2). Animais submetidos à 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 

concentrações 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 operação fictícia (OF).  

A seguir, em um primeiro grupo foi avaliada a sobrevida dos animais por um 

período de três dias. Em outro grupo, os animais foram decapitados em 0, 4 e 24 

horas após a cirurgia CLP ou OF. Posteriormente, o sangue foi coletado para as 

determinações de osmolalidade, sódio sérico, hematócrito, proteínas plasmáticas, 

nitrato sérico, cis-LTs e vasopressina plasmáticos. Além disso, o lavado peritoneal 
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foi colhido para subsequente contagem do número de neutrófilos recrutados para a 

cavidade peritoneal. 

 

3.3. Anestesia 

 

Animais submetidos à manipulação cirúrgica foram anestesiados com injeção 

intraperitoneal de solução de Tribromoetanol (TBE, Aldrich Chem. Corp. Inc.) 2,5% 

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

 

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

 

A indução da sepse foi feita pelo modelo de ligadura e perfuração 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 laboratório (CORREA et al., 2007; PANCOTO et al., 

2008; ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009). Os animais 

devidamente anestesiados foram submetidos à incisão mediana de 5cm no 

abdômen seguido de exteriorização do ceco. Os dois terços distais do ceco foram 

ligados, para obstrução parcial do lúmen intestinal, e perfurados por 10 vezes com 

agulha 16G (Figura 4). O ceco foi reintroduzido na cavidade abdominal após 

verificação da saída de fezes. O fechamento da cavidade abdominal foi realizado em 

dois planos de sutura com pontos separados. Solução salina normal estéril 

(7ml/animal) (HUBBARD et al., 2005) foi administrada via subcutânea como líquido 

de reanimação. O grupo controle foi submetido à operação fictícia (OF) sem ligadura 
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ou perfuração cecal. O procedimento incluiu somente laparotomia mediana com 

exteriorização e manipulação 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 perfurações com agulha 16G. Adaptado de Hebel e Stromberg (1986). 

 

 

3.5. Determinação da curva de sobrevida  

 

Sessenta ratos foram utilizados para determinação da curva de sobrevida. Os 

animais receberam injeção intraperitonial (i.p) de DMSO 5% (veículo) ou 1.0 ou 2.0 

ou 4.0mg/kg de MK-886 e após 1 hora foram randomicamente subdivididos em 2 

grupos, 5 animais foram submetidos a operação fictícia (OF) e 10 à cirurgia CLP. Os 

animais foram mantidos em caixas individuais com água e ração e observados por 3 

dias para registro do número de óbitos. 
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3.6. Avaliação do recrutamento de neutrófilos para cavidade peritoneal 

 

O Recrutamento de neutrófilos foi avaliado 4 horas após 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 plásticos. A 

contagem do número total de células presentes no lavado foi feita empregando 

solução de Turk e câmara de Neubauer. As contagens diferenciais das células foram 

realizadas em esfregaços preparados em citocentrífuga (Cytospin 3, Shandon 

Souther Products Ltd., Cheshire, UK) e submetidas à coloração por Panótico 

(Laborclin LTDA, Pinhais Paraná, Brasil). Os resultados foram apresentados como o 

número de neutrófilos por ml de lavado peritoneal. 

 

3.7. Determinação do hematócrito  

 

Após a decapitação dos animais parte do sangue foi coletada do tronco para 

a determinação do hematócrito diretamente em microcapilares heparinizados 

(Perfecta, SP, Brasil). Em seguida, os microcapilares foram selados na extremidade 

contrária à entrada de sangue com auxílio de uma lamparina e centrifugados por 3 

minutos em centrífuga apropriada (Centrimicro Mod. 211, FANEN). A leitura do 

hematócrito foi feita com auxílio de um cartão próprio para essa finalidade que 

acompanha a centrífuga. A determinação deste parâmetro foi utilizada nesse estudo 

como índice indireto da volemia. 
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3.8. Separação do plasma e do soro 

 

 Animais destinados à coleta de sangue foram decapitados em 0, 4, ou 24 

horas após cirurgia CLP ou OF. Em seguida uma parte do sangue foi coletada do 

tronco, em tubos plásticos, mantidos sob gelo, contendo heparina (0,1ml) e 

centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos à 4°C para a separação do plasma. O 

mesmo foi dividido em 3 microtubos plásticos: um contendo 1.0mL para posterior 

dosagem de AVP, outro com aproximadamente 500µl que foram utilizados para 

dosagem de cis-LTs e o último com 60µl para determinações da osmolalidade e 

proteínas plasmáticas. 

Outra parte do sangue foi coletada em microtubos de plástico sem 

anticoagulante e centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos à 4°C para a determinação 

do sódio e nitrato séricos. O plasma e o soro foram armazenados a -20ºC. 

 

3.9. Determinação da osmolalidade plasmática 

 

Cinqüenta microlitos (50µl) do plasma foram utilizados para a determinação 

da osmolalidade plasmática pelo método de abaixamento do ponto de congelação 

da água em micro-osmômetro (Precision System, INC., MA, EUA).  
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3.10. Determinação de sódio sérico 

 

O sódio sérico foi determinado em fotômetro de chama (Micronal), 

devidamente calibrado com solução padrão Micronal contendo 140mEq/L de sódio e 

5mEq/L de potássio, diluída em água destilada na proporção de 1:100. Cada 

amostra foi diluída igualmente à solução padrão (30µL do plasma em 2,90mL de 

água destilada), homogeneizada e aspirada no fotômetro de chama para a leitura da 

concentração do sódio sérico. 

 

3.11. Determinação de proteínas plasmáticas 

 

Dez microlitros (10µL) do plasma foram diluídos na proporção de 1:200. 

Dessa diluição, 10µL foram dispostos em placas com 96 poços, e posteriormente 

200µL de Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, 

EUA), diluído na proporção de 1:5 com água milli-Q, foram adicionados. As 

concentrações das amostras foram calculadas com base na curva padrão de 

concentrações conhecidas (31,25; 62,5; 125; 250; 500µg/ml) de albumina fração V 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). As leituras da curva padrão e das amostras foram 

realizadas em Microplate Manager (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, EUA) a 595 ƞm e 

temperatura de 36ºC. Os resultados foram expressos em g/dL. 
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3.12. Determinação indireta de NO pela dosagem de nitrato sérico  

 

  A determinação de nitrato sérico foi realizada pela técnica de 

quimioluminescência NO/ozônio. O procedimento foi realizado utilizando-se 5µL de 

plasma desproteinizado por incubação com etanol 95% a 4ºC por 30 minutos e, 

centrifugado por 5 minutos a 5000 g. As amostras foram injetadas em um vaso de 

reação contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de vanádio em HCl 1N à 95ºC) 

que converte o nitrato em NO, em quantidades equimolares. O NO é aspirado, 

usando gás hélio, para a câmara de quimiluminescência do Sievers NOAnalizer 

(Sievers 280 NOA, Sievers, Boulder, CO, EUA). A detecção do NO decorre de sua 

reação com o ozônio, emitindo luz vermelha. O fóton emitido é detectado e 

convertido em sinal elétrico. A corrente gerada é convertida por um conversor 

analógico-digital e analisada em computador. A área sob a curva gerada pela 

corrente elétrica corresponde à concentração de nitrato da amostra. A concentração 

foi calculada por comparação com uma curva padrão usando concentrações 

conhecidas (0; 5; 10; 15; 30; 60 µmol) de nitrato de sódio. 

 

3.13. Determinação de cis-leucotrienos plasmáticos 

 

Quinhentos microlitos (500µl) do plasma foram desproteinizados e em 

seguida o nível de cis-LTs plasmáticos foi determinado por ELISA (Amersham, 

código: RPN 224). Uma placa pré-coberta com anticorpo contra cis-LTs foi fornecida 

pelo fabricante. Um volume de 50 ml/poço dos padrões (0–2000 pg/ml) e das 

amostras não conhecidas foi adicionado em duplicadas aos poços apropriados. Em 

seguida, uma solução de cis-LTs conjugada à peroxidade foi adicionada (50 
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ml/poço). A placa foi submetida à agitação leve, coberta e incubada à temperatura 

ambiente por 1 hora. Então, a placa foi lavada (3 vezes), e uma solução de substrato 

(TMB/H2O2) foi adicionada (150 ml/poço).  A placa foi então coberta e permaneceu 

sob agitação leve por 30 minutos. A reação enzimática foi interrompida e 100 

ml/poço de solução stop (2N H2SO4) foi adicionada. A placa foi lida em um leitor de 

micro-placa, fixado a 450 ƞm. A extensão do desenvolvimento de cor é inversamente 

proporcional à quantidade de cis-LTs. Uma regressão linear foi usada para delinear 

os valores da curva padrão e calcular o conteúdo de cis-LTs das amostras. 

 

3.14. Radioimunoensaio da arginina vasopressina plasmática (AVP) 

 

 O ensaio da AVP foi realizado após extração prévia do plasma com acetona e 

éter de petróleo. Em 1mL de plasma foi acrescentado 2mL de acetona, em seguida 

as amostras foram agitadas e centrifugadas (3000 rpm, 20 min, 4ºC). O 

sobrenadante foi decantado em um tubo contendo 2mL de éter de petróleo e 

agitado. Após a separação das duas fases líquidas (~5 minutos), a fase superior foi 

aspirada e o restante liofilizado e estocado a -20ºC. No dia do início do 

radioimunoensaio as amostras foram ressuspendidas com 250µL de tampão para 

AVP. As concentrações plasmáticas de AVP foram determinadas utilizando-se 

reagentes e protocolos de incubação comuns. Os peptídeos marcados com 125I 

foram de fonte comercial (Ge Healthcare, EUA). O ensaio não-equilibrado foi 

realizado com volume de incubação de 500µL e tempo de incubação de 4 dias a 

4ºC. O hormônio marcado foi separado do não marcado por um anticorpo 

secundário. A concentração de AVP foi medida com antisoro de diluição final 
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1:20.000. O antisoro foi específico sem reação cruzada com outros peptídeos 

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-ácidodimetilpropanóico), um inibidor da síntese 

de LTs (LTA4, LTB4 e cis-LTs). Essa droga apresenta esse efeito por inibir duas 

ações da proteína FLAP, a de se ligar ao ácido araquidônico (AA) e transferir esse 

substrato a 5-LO e a de estimular a utilização do AA pela enzima (ABRAMOVITZ et 

al., 1993; MANCINI et al., 1993). Além disso, a similaridade da FLAP com a LTC4 

sintase permite que o MK-886 também inibe esta última (LAM et al., 1994). A figura 

5 mostra o sítio de ação da droga. 

O solvente empregado foi o DMSO (dimetilsulfóxido) (Amresco, Sólon, Ohio, 

USA) 5% e as concentrações utilizadas de MK-886 foram 1.0, 2.0 e 4.0 mg/kg, em 

um volume de 1.0 mL. A via de administração da droga foi intraperitoneal (i.p.). Esse 

composto foi doado pela Profa. Dra. Lúcia Helena Faccioli do Departamento de 

Análises Clínicas, Toxicológicas e Bromatólogicas da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto – USP. 
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Figura 5.  Sítio de ação do composto MK-886 

 
 
 
 

3.16. Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média (EPM). 

Dados referentes à osmolalidade, sódio sérico, hematócrito, proteínas plasmática, 

nitrato sérico, cis-LTs e vasopressina plasmáticos foram analisados utilizando 

ANOVA TWO-WAY seguido pelo pós-teste Student-Newman-Keuls. Para a análise 

dos resultados relativos ao recrutamento de leucócitos 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 estatística 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 neutrófilos para 

cavidade peritoneal de ratos após CLP 

 

Os animais submetidos à operação fictícia (OF+DMSO 5%) apresentaram 

sobrevida de 100% após 3 dias de observação e as administrações i.p. de MK-886 

(1.0 ou 2.0 ou 4.0mg/kg) não interferiram na sobrevida dos mesmos (dado não 

demonstrado). O grupo de animais submetidos ao estímulo séptico com 

administração do veículo apresentou sobrevida de 20% após o segundo dia, 

permanecendo com essa porcentagem até o último dia analisado. A injeção i.p. de 

MK-886 em qualquer uma das concentrações não foi capaz de alterar a sobrevida 

dos animais sépticos após 3 dias de observação (Figura 6). 
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Figura 6. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre a sobrevida dos 

animais após CLP. Número de animais entre parênteses. 
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A figura 7 mostra o recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal de 

ratos 4 horas após a cirurgia CLP. Nenhuma alteração foi observada com o pré-

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

neutrófilos 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, sódio sérico, hematócrito e 

proteínas plasmáticas 

 

 

Quanto à determinação da osmolalidade plasmática, observamos que o grupo 

DMSO 5% apresentou uma redução significativa da osmolalidade nos tempos 4 e 24 

horas após a cirurgia CLP. Isso também foi observado nos animais que receberam 

MK-886 nas concentrações 2.0 ou 4.0mg/kg. Entretanto, com a administração de 

1.0mg/kg da droga houve uma redução apenas em 24 horas (Figura 8). 

A análise dos resultados de sódio sérico revelou que não há diferença 

estatística entre o grupo controle (DMSO 5%) e os tratados. No entanto, observamos 

uma redução de sódio em 24 horas no grupo controle (DMSO 5%+CLP) e no grupo 

MK-886 (1mg+CLP). Com a administração de 2.0mg/kg de MK-886 notamos uma 

diminuição nos níveis de sódio 4 horas após a indução da sepse (Figura 9). 

No grupo DMSO 5%, a sepse provocou um aumento do hematócrito 4 horas 

após o estímulo. A administração de MK-886 nas concentrações 1.0, 2.0 ou 

4.0mg/kg não modificou essa resposta (Figura 10). 

Os níveis de proteínas plasmáticas no grupo CLP apresentaram reduzidos 4 e 

24 horas após a cirurgia (DMSO 5%). Esse mesmo perfil foi observado com as 

concentrações 2.0 e 4.0mg/kg de MK-886. Entretanto, com a administração de 

1.0mg/kg da droga houve uma redução apenas em 24 após o estímulo séptico  

(Figura 11). 
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Figura 8. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre a osmolalidade 

plasmática. Valores expressos como média ± EPM. 
a
p<0,05 comparado ao tempo 0h; 

b
p<0,001 comparado aos tempos 0 e 4hs; n = 5-9. 
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Figura 9. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre o sódio sérico. 

Valores expressos como média ± EPM. 
a
p<0,001 comparado aos tempos 0 e 4hs; 

b
p<0,05 

comparado ao tempo 0h; n = 5-9. 
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Figura 10. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre o hematócrito. 

Valores expressos como média ± EPM. 
a
p<0, 5 comparado aos tempos 0 e 24hs; 

b
p<0,001 

comparado ao tempo 0h; n = 5-10.  
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Figura 11. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre a concentração de 

proteínas plasmáticas. Valores expressos como média ± EPM. 
a
p<0,05 comparado ao 

tempo 0h; 
b
p<0,05 comparado ao grupo OF; 

c
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 plasmáticos 

 

A sepse induzida pela cirurgia CLP provocou um aumento progressivo da 

concentração de nitrato sérico (DMSO 5%+CLP). Entretanto, com a administração 

de MK-886 nas concentrações 1.0, 2.0 ou 4.0 mg/kg esse aumento foi apenas em 

24hs (Figura 12).  

Em relação à dosagem de cis-leucotrienos plasmáticos, não observamos 

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

Valores expressos como média ± EPM. 
a
p<0,05 comparado ao tempo 0h; 

b
p<0,001 

comparado aos tempos 0 e 4hs; n = 6-10. 



_____________________________________________________ Resultados _____________ 

 

 

 

42

0

200

400

600

800

OF+DMSO 5% CLP+DMSO 5% CLP+1mg

CLP+2mg CLP+4mg

4 horas 24 horas

C
is

-L
T

s
 p

la
m

á
ti

c
o

 (
p

g
/m

l)

 

 

Figura 13. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre os níveis de cis-

leucotrienos plasmáticos. Valores expressos como média ± EPM; n = 4. 
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4.4. Efeito da administração de MK-886 sobre a concentração plasmática de 

vasopressina 

 

A vasopressina plasmática apresentou-se aumentada 4 horas após a cirurgia 

CLP e em concentrações basais após 24 horas. A administração de 1.0 ou 2.0mg/kg 

de MK-886 reduziu esse aumento no tempo 4 horas e não provocou alteração em 

24hs. A injeção de 4.0mg/kg, por sua vez, inibiu a liberação de vasopressina em 4 

horas (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre a concentração 

plasmática de vasopressina. Valores expressos como média ± EPM. 
a
p<0,05 comparado 

ao tempo 4hs; 
b
p<0,05 comparado ao grupo DMSO 5%+CLP; c

p<0,05 comparado ao grupo 

1mg+CLP; 
d
p<0,05 comparado ao grupo 2mg+CLP em 4hs; n = 6-12. 
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No presente estudo, nós verificamos o efeito da administração periférica de 

MK-886 na taxa de sobrevida, recrutamento de neutrófilos, balanço hidroeletrolítico e 

na produção de NO, além do seu efeito nas proteínas, cis-LTs e AVP plasmáticos.  

Os animais submetidos à cirurgia CLP desenvolveram sintomas típicos de 

sepse, incluindo piloereção, letargia e diarréia, características estas não 

apresentadas pelos animais controles (OF). Esses dados concordam com outros 

relatos da literatura e observações em nosso laboratório (BENJAMIM; FERREIRA; 

CUNHA, 2000; CORREA et al., 2007; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009). 

Além disso, nós observamos uma mortalidade de 80% nos animais que 

receberam o veículo (DMSO 5%), enquanto os ratos submetidos à operação fictícia 

mostraram sobrevivência de 100%, comprovando que a manipulação cirúrgica foi 

conduzida em boas condições de assepsia. O tratamento com MK-886, nas 

diferentes concentrações, não alterou a taxa de sobrevida desses animais. 

Utilizando-se o modelo de choque endotóxico em ratos, também foi possível 

verificar que o pré-tratamento intraperitonial com MK-886 (1 mg/kg) não 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 à CLP sub-letal (2 furos com agulha 24G) (RIOS-

SANTOS et al., 2003). Por outro lado, em um estudo com camundongos 5-LO-/- ou 

pré-tratados oralmente com MK-886, observou-se uma maior sobrevivência mesmo 

em face de uma redução no acúmulo de neutrófilos e um aumento no número de 

bactérias na cavidade peritoneal dos animais (BENJAMIM et al., 2005). Esses 

últimos pesquisadores concluíram que a inibição da síntese dos leucotrienos frente a 

uma resposta sistêmica disseminada é primordial para melhorar a sobrevida dos 

animais em quadro séptico (BENJAMIM et al., 2005). 
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No presente estudo, nós também avaliamos o recrutamento de neutrófilos 

para a cavidade peritoneal dos animais após CLP, e não encontramos nenhuma 

variação com o pré-tratamento com MK-886. Rios-Santos e colaboradores (RIOS-

SANTOS et al., 2003) ao usar a mesma droga também não observaram alteração no 

recrutamento de neutrófilos e na sobrevida de camundongos após CLP letal (14 

furos cecais com agulha 21G). 

Em relação ao balanço hidroeletrolítico, nós observamos uma redução 

significativa da osmolalidade e de sódio 4 e 24 horas após a realização da cirurgia 

CLP. Entretanto, outros investigadores notaram uma diminuição somente na fase 

tardia da sepse (18 e 24 horas) (ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 

2009). Nesses mesmos estudos a redução da osmolalidade não foi acompanhada 

de diminuição dos níveis de sódio sérico, como nós verificamos. Além disso, tanto a 

administração periférica de MK-886, presente nesse trabalho, quanto à injeção 

central da droga, vista por Athayde e colaboradores, não alterou esses parâmetros 

(ATHAYDE et al., 2009). 

Em trabalhos anteriores do nosso laboratório observamos um aumento 

progressivo da ingestão hídrica a partir da quarta hora após CLP e nenhuma 

alteração na diurese, mostrando que pode ocorrer uma ligeira diluição do fluído 

corporal, e ocasionar uma redução da osmolalidade e dos níveis de sódio sérico 

(CORREA et al., 2007; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).  

 Nós também observamos um aumento do hematócrito 4 horas após a 

cirurgia CLP, demonstrando que ocorreu hipovolemia. Esse resultado já foi 

anteriormente observado em nosso laboratório com o modelo de sepse por CLP com 

10 furos (ATHAYDE et al., 2009) e 20 furos cecais (OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 

2009). A injeção periférica de MK-886 nas concentrações 1.0, 2.0 e 4.0mg/kg não 
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causou nenhuma modificação no hematócrito. Resultado semelhante foi observado 

em nosso laboratório com a injeção central da droga (ATHAYDE et al., 2009). 

A hipovolemia é uma alteração fisiológica freqüentemente presente na fase 

inicial da sepse e pode ser conseqüência do extravasamento de líquido e proteínas 

intravasculares para o interstício e cavidade peritoneal. Provavelmente, esse 

fenômeno ocorre devido ao aumento da permeabilidade vascular ocasionada pela 

produção de mediadores inflamatórios, 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 nós verificamos a 

concentração de proteínas plasmáticas como um indicador dessa alteração. A sepse 

induzida por CLP provocou perda de proteínas 4 e 24 horas após a cirurgia, 

comprovando a presença de extravasamento capilar. Resultados similares foram 

reportados no modelo de sepse por CLP e no modelo de choque endotóxico por LPS 

(WANG; EVERED, 1993; CORREA et al., 2007; ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-

PELEGRIN et al., 2009). A administração periférica de MK-886 nas diferentes 

concentrações não afetou essa resposta. Além disso, com a injeção central de MK-

886 também não foi possível verificar qualquer alteração na perda de proteínas 

plasmáticas (ATHAYDE et al., 2009). 

 Um aumento progressivo de nitrato sérico, o qual é um indicador de formação 

de NO (KRAFTE-JACOBS et al., 1997) foi observado após a cirurgia CLP. Esse 

resultado corrobora com os de prévios trabalhos obtidos em nosso laboratório 

(CORREA et al., 2007; ATHAYDE et al., 2009; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009). O 

pré-tratamento com o MK-886 em qualquer concentração não causou alteração na 

produção total de NO, embora aparentemente tenha impedido o aumento 
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progressivo observado no grupo controle (DMSO 5%). Isso demonstra que a injeção 

periférica da droga parece não ter efeito inibitório na produção de NO, como foi visto 

por outro pesquisador de nosso laboratório com a administração central de MK-886 

(ATHAYDE et al., 2009). Diferentes estudos também verificaram que o uso de 

inibidores da síntese de LTs inibe a produção de NO em macrófagos e em células 

gliais, revelando o papel estimulatório dos LTs sobre a produção 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 

administração da droga e sítio de produção de NO analisado.  

Os níveis de cis-leucotrienos plasmáticos também foram determinados no 

presente trabalho, a fim de verificar se o MK-886 administrado intraperitonealmente 

inibiria a síntese desses mediadores. A produção de cis-leucotrienos encontrou-se 

inalterada, tanto nos animais controles (DMSO 5%), quanto nos grupos tratados com 

MK-886. Durante a fase aguda da sepse, é bem conhecido que as principais células 

relacionadas com os mecanismos de defesa do hospedeiro são neutrófilos 

circulantes (CONLAN, 1997; RIOS-SANTOS et al., 2003). Esse leucócito quando 

ativado secreta como o seu principal produto via padrão 5-LO, o LTB4, podendo, 

deste modo, haver alteração sistêmica deste mediador ao invés de cis-leucotrienos 

(HENDERSON; KLEBANOFF, 1983; FIGUEROA et al., 2003). Para comprovarmos 

se o MK-886 inibe a produção de LTB4 plasmático, teríamos que ter dosado esse 

mediador que deverá, entretanto, ser objeto de próximos estudos. 

Nossos resultados demonstraram que o estímulo séptico provocou um 

aumento significativo na liberação AVP 4 horas após CLP. Esses dados estão de 

acordo com os obtidos em nosso laboratório em sepse induzida por 10 perfurações 

cecais (PANCOTO et al., 2008; ATHAYDE et al., 2009).  
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Nós acreditamos que o aumento da concentração plasmática de AVP possa 

ser atribuído, em parte, à hipovolemia observada nesse estudo, além da hipotensão 

presente na sepse. Embora não tenhamos verificado a pressão arterial, resultados 

anteriores de nosso laboratório e de outros pesquisadores demonstraram de fato, 

que animais submetidos à CLP apresentaram hipotensão progressiva a partir da 

terceira hora após 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 possível observar 

uma redução nas concentrações plasmáticas de AVP na fase inicial da sepse. Já 

com a injeção de 4.0mg/kg da droga houve um bloqueio total do aumento da 

concentração plasmática do hormônio. Entretanto, esse perfil ocorreu sem nenhuma 

alteração na produção de NO em 4 horas. Sugerimos assim, que a administração 

periférica de MK-886 apresenta um efeito dose-dependente sobre a secreção de 

AVP, e esse efeito parece ser independente do NO. 

Várias explicações possíveis podem ser oferecidas pelo efeito do MK-886 na 

liberação de AVP durante a fase inicial da sepse. Uma redução do aumento da 

concentração plasmática do hormônio, também foi observado em nosso laboratório 

com a inibição sistêmica da produção de NO por aminoguanidina, um inibidor da 

NOS induzível (CORREA et al., 2007). Este trabalho permitiu concluir que a 

diminuição da pressão arterial devido à liberação de NO ou outros mediadores, deve 

ser, pelo menos em parte responsável pela liberação de AVP na fase inicial da 

sepse. Similarmente, o fato do MK-886 ter reduzido ou abolido o aumento das 

concentrações plasmáticas de AVP também poderia ser explicado por um provável 

restabelecimento da pressão arterial. 
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Vários trabalhos têm investigado o papel de inibidores e antagonista do 

receptor de LTs na hipotensão 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 hipotensão leve após sepse. Em outro estudo, 

investigadores demonstraram que o pré-tratamento oral com MK-886 três horas 

antes da infusão de LPS, inibiu significativamente o declínio da pressão arterial 

observada em coelhos (CAN et al., 1998). Em nosso laboratório também foi possível 

verificar uma melhora do quadro hipotensivo durante a fase inicial da sepse, quando 

os ratos submetidos à 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 hipotensão observada no modelo de 

endotoxemia e no modelo de sepse por CLP. Contudo, não sabemos se em nossos 

animais o pré-tratamento com MK-886 administrado intraperitonealmente alteraria a 

pressão arterial, apesar de não termos detectado alterações plasmáticas de cis-LTs. 

Outra possível explicação seria uma ação exercida pelos LTB4. Nossas 

atenções permaneceram até certo ponto relacionadas apenas com a influência dos 

cis-LTs na secreção de AVP, visto que a LTC4 sintase, mas não a LTA4 hidrolase foi 

colocalizada com neurônios vasopressinérgicos dos núcleos PVN e SON do 

hipotálamo (SHIMADA et al., 2005). Entretanto, não podemos descartar a hipótese 

que o LTB4 periférico poderia estar influenciando a liberação de AVP. Em um estudo 

realizado por Xu e colaboradores (XU et al., 2009), o LTB4 mostrou aumentar a 

expressão de TNF-α e IL1-β tanto em nível de RNAm quanto de proteína. Além 

disso, um recente trabalho revelou que o LTB4 é responsável por aumentar a 

atividade do NF-Kβ, um fator de transcrição nuclear responsável pela produção de 
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vários genes de mediadores inflamatórios (SANCHEZ-GALAN et al., 2009). Alguns 

destes mediadores como PGs, TNF-α, IL1-β e IL-6 tem sido mostrados influenciar a 

secreção do hormônio (BROOKS; GIBSON, 1992; GATTI; BARTFAI, 1993; 

LANDGRAF et al., 1995; PALIN et al., 2009). Dessa maneira o LTB4 poderia 

indiretamente ser responsável pela liberação de AVP via ativação NF-Kβ, e a sua 

provável inibição por MK-886 seria responsável pela redução ou bloqueio do 

hormônio durante a fase inicial da sepse. Em nosso trabalho não sabemos se a 

droga inibiria a síntese desse mediador, mas acreditamos que seria interessante um 

estudo que verificasse esta possibilidade. 

Finalmente, a administração periférica de MK-886 poderia agir centralmente, 

visto que o veículo da droga pode ultrapassar a barreira hematoencefálica (IWEN, 

MILLER, 1987), e ser responsável pela diminuição da liberação de AVP. De fato, 

estudos prévios mostraram que o MK-886 administrado intraperitonealmente foi 

responsável por reduzir o aumento da produção de cis-LTs hipotalâmicos 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 

laboratório, foi visto que a injeção i.c.v de MK-886 causou um bloqueio no aumento 

da LTC4 sintase hipotalâmica 4 horas após CLP. Este bloqueio foi concomitante com 

a inibição do aumento nas concentrações plasmáticas de AVP que também foi 

observado no mesmo tempo. Este trabalho sugere, portanto, o papel estimulador 

dos LTs centrais na liberação de AVP (ATHAYDE et al., 2009).  

Apesar da administração intraperitoneal de MK-886, durante a fase inicial da 

sepse, exibir um efeito modular na liberação de AVP, na fase tardia as 

concentrações plasmáticas do hormônio permaneceram em condições basais. Este 

fenômeno também foi observado em estudos clínicos (LANDRY et al., 1997; 
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SHARSHAR et al., 2003) e em nosso laboratório no modelo de CLP com 10 

(ATHAYDE, 2007; PANCOTO et al., 2008) e 20 perfurações cecais (CORREA et al., 

2007; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009).  

Em nosso laboratório vários estudos foram realizados para esclarecer os 

motivos pelos quais a concentração de AVP encontra-se em níveis basais na fase 

tardia da sepse a despeito da hipotensão. As possíveis causas incluem depleção 

dos estoques de AVP, insuficiência autonômica e a produção excessiva de NO 

(CORREA et al., 2007; PANCOTO et al., 2008; OLIVEIRA-PELEGRIN et al., 2009). 

De fato, nós observamos em nosso estudo concentrações altas de NO durante esse 

período, e a presença do mesmo poderia estar inibindo a liberação de AVP, como 

previamente sugerido por outros pesquisadores (GIUSTI-PAIVA et al., 2002; 

GIUSTI-PAIVA; ELIAS; ANTUNES-RODRIGUES, 2005; CORREA et al., 2007). 

Em síntese, nossos resultados demonstraram que o modelo de sepse por 

CLP promoveu um aumento na liberação de AVP na fase inicial da sepse enquanto 

na fase tardia não houve alteração. O pré-tratamento com MK-886 reduziu as 

concentrações plasmáticas do hormônio de maneira dose-dependente durante a 

fase inicial. Considerando que não houve alterações no balanço hidroeletrolítico, 

proteínas e cis-LTs plasmáticos e nas concentrações de NO após o tratamento com 

a droga, sugerimos que a administração periférica de MK-886 esta envolvida com a 

liberação de AVP. Em relação à fase tardia a droga não provocou nenhuma 

modificação na produção de NO e a presença de altas concentrações do mesmo, 

poderia estar inibindo a liberação do hormônio.  
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Conclusão 

 

Nossos resultados sugerem que o MK-886 administrado intraperitonealmente 

pode afetar a liberação de vasopressina durante a fase inicial da sepse, e esse 

efeito parece ser independente da produção de óxido nítrico. 
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Tabela 2. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre o recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal. Média (M), 

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

 

Tempo (h) 

                                                                                     Grupos 

     S/ droga                           DMSO                            MK-886 (1mg/kg)             MK-886 (2mg/kg)    MK-886 (4mg/kg) 

      CLP        CLP                               CLP            CLP   CLP 

M ± EPM n M ± EPM n  M ± EPM n     M ± EPM    n M ± EPM    n 

 
4 

 
  4,4 ± 1,4                    

 
4 

 
        3,6 ± 0,9 

 
9 

  
 
   2,5 ± 0,5 

 
5 

  
 
 5,2 ± 1,4 

     
5     

 
  4,1 ± 0,8    5 

  

                
                 

 

 

Tabela 3. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre a osmolalidade plasmática. Média (M), erro padrão da média (EPM) 

e n dos grupos representados na figura 8.  

 

Tempo (h) 

Grupos 

DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg) 

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 M ± EPM n M ± EPM N 

0 282,7 ± 2,9  9 282,1 ± 1,0 9 279,5 ± 3,0 6 277,0 ± 3,0  6  291,2 ± 2,3  5 287,4 ± 2,5  5 290,0 ± 1,5  5 291,0 ± 2,3 5 

4 273,2 ± 4,0 9 275,6 ± 1,7 9 278,8 ± 4,4 6 277,5 ± 2,4 6  276,2 ± 2,1  5 271,0 ± 3,2  5 274,0 ± 2,4  5 270,6 ± 1,1  5 

24 275,4 ± 3,7 9 270,9 ± 4,6 9 265,2 ± 3,9 6 258,8 ± 3,4 6  274,0 ± 2,1 5 265,0 ± 3,4 5 276,4 ± 1,5 5 266,8 ± 3,4 5 
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Tabela 4. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre o sódio sérico. Média (M), erro padrão da média (EPM) e n dos 

grupos representados na figura 9.  

 

Tempo (h) 

Grupos 

DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg) 

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 M ± EPM n M ± EPM N 

0 136,4 ± 1,9  9 140,3 ± 1,6  9 137,8 ± 1,9  5 142,3 ± 1,1  6  140,6 ± 0,8  5 141,8 ± 0,6  5 141,6 ± 1,0  5 141,4 ± 1,2  5 

4 140,8 ± 1,1 9 141,2 ± 2,0  9 140,2 ± 2,2 6 138,8 ± 1,5 6 139,0 ± 1,5  5 135,8 ± 1,3  5 140,8 ± 1,1  5 136,8 ± 1,8  5 

24 136,9 ± 1,0 9 135,6 ± 1,3 10 139,5 ± 0,5 6 135,3 ± 1,7 6 141,8 ± 1,2 5 139,0 ± 1,8 5 139,6 ± 1,4 5 138,2 ± 1,9 5 

 

 

Tabela 5. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre o hematócrito. Média (M), erro padrão da média (EPM) e n dos 

grupos representados na figura 10.  

 

Tempo (h) 

Grupos 

DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg) 

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 M ± EPM n M ± EPM N 

0 44,2 ± 0,9  11 46,3 ± 0,8  11  44,3 ± 0,5  6 44,2 ± 1,3  6 45,1 ± 1,4 5 45,2 ± 1,3 5 44,5 ± 1,6  5 46,2 ± 0,8  5 

4  45,6 ± 1,6  11 55,7 ± 1,3 11  45,5 ± 0,8 6 52,4 ± 2,3 5 48,3 ± 1,9  5 53,1 ± 1,2 5 46,5 ± 1,2  5 54,7 ± 2,1  5 

24  43,7 ± 1,3 11 46,8 ± 1,0 11  43,6 ± 1,8 5 46,5 ± 0,5 8 44,8 ± 0,9 5 48,5 ± 3,0 5 44,4 ± 0,6 5 46,7 ± 2.0 5 
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Tabela 6. Efeito da administração sistêmica de MK-886 sobre a concentração de proteínas plasmáticas. Média (M), erro padrão da 

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

 

Tempo (h) 

Grupos 

DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg) 

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 M ± EPM n M ± EPM N 

0 11,4 ± 0,4  5 11,4 ± 0,3  5 10,1 ± 0,6  5 9,7 ± 0,3  5 11,2 ± 0,1  5 10,9 ± 0,3  5  11,4 ± 0,2  5  10,7 ± 0,4  5 

4   8,4 ± 0,9   5   8,4 ± 0,4   5   10,4 ± 0,5   5 9,4 ± 0,7   5   9,4 ± 0,5   5   7,6 ± 0,6   5    8,8 ± 0,5   5    8,4 ± 0,4   5 

24 10,7 ± 0,5  5   8,1 ± 0,5  5  10,5 ± 0,4  5 8,2 ± 0,8  5   9,9 ± 0,2  5   7,4 ± 0,0  5   10,5 ± 0,9  5    8,2 ± 0,5  4 

 

 

Tabela 7. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre a produção de nitrato sérico. Média (M), erro padrão da média (EPM) 

e n dos grupos representados na figura 12.  

 

Tempo (h) 

Grupos 

DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg) 

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 M ± EPM n M ± EPM n 

0 31,2 ± 4,3  10 22,0 ± 1,6  9 22,0 ± 5,9  6 33,8 ± 1,1  5  41,3 ± 4,1  6 38,1 ± 4,6  6 32,8 ± 6,2  6 33,4 ± 3,7 6 

4 28,7 ± 4,2   10 48,7 ± 3,7   9 26,5 ± 1,9   6   46,6 ± 14,3 6  30,0 ± 5,6   6 46,5 ± 1,4   6 33,3 ± 4,3   6 38,7 ± 1,9   6 

24 29,8 ± 3,4  10 143,1 ± 17,6   9 27,0 ± 0,9  6  122,8 ± 27,6  5  36,8 ± 3,7  6 125,5 ± 24,1  6 44,4 ± 5,9  6  125,2 ± 19,8  6 
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Tabela 8. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre os níveis de cis-leucotrienos plasmáticos. Média (M), erro padrão da 

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

 

Tempo (h) 

Grupos 

DMSO                MK-886 (1mg/kg)      MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg) 

      OF       CLP                        CLP                CLP      CLP 

M ± EPM n M ± EPM n   M ± 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 ± 41,4    4 528,6 ± 100,4 4  

       24 479,2 ± 31,0 4  491,9 ± 57,6 4   522,6 ± 79,7 4   454,7 ± 53,8    4 422,7 ± 74,0 4  

                 

 

 

Tabela 9. Efeito da administração intraperitoneal de MK-886 sobre a concentração de vasopressina plasmática. Média (M), erro padrão 

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

 

Tempo (h) 

Grupos 

DMSO MK-886 (1mg/kg) MK-886 (2mg/kg) MK-886 (4mg/kg) 

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 M ± EPM n M ± EPM n 

4 0,7 ± 0,1 14 4,3 ± 0,7 11 0,9 ± 0,2 6 2,8 ± 0,2 6 0,5 ± 0,0 9 0,9 ± 0,1 7 0,6 ± 0,1 10 0,3 ± 0,1 6 

       24 0,6 ± 0,1 14 1,0 ± 0,2 12 0,9 ± 0,0 6 0,8 ± 0,2 6 1,0 ± 0,1 7 0,5 ± 0,2 6 0,7 ± 0,1 10 0,3 ± 0,1 5 

                 

 


