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ATHAYDE, L. A. Participacao dos leucotrienos na secregao de vasopressina
durante sepse experimental. 2007. 92f. Dissertagcdo (Mestrado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao
Preto, 2007.

Durante a sepse ocorre aumento da producdo de mediadores
inflamatdrios, dentro os quais leucotrienos (LTs), além de hipotensdo seguida de
aumento da secregcédo de vasopressina (AVP) na fase inicial e diminuicdo na fase
tardia, a despeito da progressao da hipotensdo. Estudos recentes revelam que
neurbnios vasopressinérgicos contém alto conteudo da enzima LTC,4 sintase, e
também ha relatos de que estruturas neurais que se conectam a esses neurdnios
possuem receptores para LTs, sugerindo que os mesmos podem ter uma tarefa na
secregao de AVP. Este estudo avaliou a participacao dos LTs centrais e periféricos
sobre a secregao temporal de AVP durante a sepse experimental. Ratos Wistar
receberam injecdo i.c.v. de MK-886 (1.0ug/kg) e i.p. (1.0mg/kg), um inibidor da
sintese de leucotrienos, ou DMSO 5% (veiculo) e foram submetidos ao estimulo
séptico por ligadura e perfuragao cecal (CLP) ou a operacéo ficticia. Em um grupo
de animais, a sobrevida foi avaliada durante 5 dias. Em outro grupo, os animais
foram decapitados 0, 4, 6, 18 e 24h apds a cirurgia e 0 sangue processado para
determinacado do hematdcrito, sédio sérico, osmolalidade, proteinas, nitrato sérico e
AVP plasmatica. A neurohipdfise foi coletada para a determinacdo do conteudo de
AVP, e o hipotalamo dissecado para a quantificacdo (Western blot) da LTC, sintase
nos tempos 0, 4 e 6h. A CLP aumentou a concentracdo de AVP plasmatica na fase
inicial da sepse, que foi bloqueada pela administracdo central e reduzida pela
periférica de MK-886. A diminuicdo do conteudo neurohipofisario de AVP foi
revertido parcialmente pelas duas vias de administracdo. Os aumentos temporais de
NO sérico, de hematdcrito e de LTC,4 sintase hipotalamica foram reduzidos, nao
alterados e bloqueados, respectivamente, pela administragao central de MK-886. Por
outro lado, a administracao periférica ndo alterou o NO sérico e LTC,4 sintase, mas
aboliu o aumento do hematdcrito. A CLP também reduziu temporalmente as
proteinas plasmaticas e a administracao central de MK-886 nao alterou, enquanto a
periférica reverteu esta reducgao. A alta mortalidade observada apos CLP foi reduzida
pela administragao central e ndo modificada pela periférica. Na fase tardia da sepse,
a AVP plasmatica se manteve em concentragdes basais e o bloqueador de LTs
administrado pelas duas vias ndo alterou essas concentracbes. Os resultados
sugerem que os LTs centrais e periféricos estdo envolvidos na regulacdo da
secreg¢ao de AVP durante sepse experimental.

Palavras-chave: Sepse polimicrobiana, vasopressina, leucotrienos, CLP, NO.
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ATHAYDE, L. A. Participation of leukotrienes in vasopressin secretion during
experimental sepsis. 2007. 92f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2007.

During sepsis occurs an increase in the production of inflammatory
mediators, including leukotrienes (LTs), which is accompanied by hypotension and a
consequent increase in vasopressin (AVP) secretion. This picture characterizes the
initial phase of sepsis and contrasts with the late phase, when AVP secretion
declines, despite the progressive hypotension. Recent studies revealed that
vasopressinergic neurons have a high content of LTC,4 synthase, a critical enzyme in
LT synthesis, and that neural structures with input to these neurons contain receptors
for LTs, suggesting that they may play a role in regulating AVP secretion. This study
evaluated the role of central and peripheral LTs in the time course of AVP secretion
during experimentally induced. Male wistar rats received an i.c.v. or i.p. injection of
MK-886 (1.0ug/kg or 1.0mg/kg), a LTs biosynthesis inhibitor, or vehicle 1h before
cecal ligation and puncture (CLP) or sham operation. In one group of animals, the
survival rate was monitored for 5 days. Another group, the animals was decapitated
at 0, 4, 6, 18 and 24h after CLP or sham operation, and blood was collected for
hematocrit, serum sodium, plasma osmolality, plasma protein, serum nitrate and
plasma AVP levels measurement. The neurohypophysis was removed for AVP
content measurement, and the hypothalamus dissected for quantification (Western
blot) of the LTC,4 synthase at 0, 4 and 6h. The CLP increased plasma AVP levels in
the initial phase of sepsis, which was blocked by the central and reduced by the
peripheral administration of MK-886. The decrease in the neurohypophyseal AVP
content was partially reversed by the both via of administration. The time-course
increase of serum NO, hematocrit and hypothalamus LTC4 synthase was reduced,
not modified and blocked respectively by the central administration of MK-886. By
other way, the peripheral administration of the LTs blocker did not alter the serum NO
and hypothalamus LTC,4 synthase, but abolished the increase of hematocrit. The CLP
also reduced temporally the plasma protein and the central administration of MK-886
did not modify whereas the peripheral administration reversed this effect. The high
mortality observed after CLP was reduced by central but did not modify by peripheral
administration of MK-886. In the final phase of sepsis the plasma AVP remained in
the basal levels and the administration of LTs blocker by both via did not alter these
hormone levels. The results suggest that the central and peripheral LTs are involved
in the AVP secretion regulation during experimental sepsis.

Keywords: Polymicrobial sepsis, vasopressin, leukotrienes, CLP, NO.



1. Introducdo



1.1. Sepse e Choque Séptico

Sepse é uma complicagao de um processo infeccioso, frequientemente de
origem bacteriana, que é caracterizada pelo desenvolvimento de uma resposta
inflamatdria sistémica (HIRAMATSU, HOTCHKISS et al., 1997; RIEDEMANN, GUO
et al., 2003).

Em 1991, a American College of Chest Physicians e a Society of Critical
Care Medicine (ACCP/SCCM) (American College of Chest Physicians/Society of
Critical Care Medicine Consensus Conference: definitions for sepsis and organ
failure and guidelines for the use of innovative therapies in sepsis, 1992) realizaram
uma conferéncia com o objetivo de oferecer uma definicdo pratica da resposta
inflamatdria a infeccao, para melhorar a capacidade de reconhecer a doenca e assim
poder intervir com a terapéutica precocemente.

De acordo com a ACCP/SCCM, o termo Sindrome da Resposta
Inflamatoria Sistémica (SIRS) foi proposto para descrever a reacdo inflamatdria
sistémica desencadeada pelo organismo frente a qualquer agresséo infecciosa
(causada por bactérias, fungos ou virus) ou nao-infecciosa (como trauma, isquemia,
queimadura e pancreatite). SIRS foi clinicamente definida quando o paciente
apresenta duas ou mais das seguintes condigbes: 1) febre (temperatura maior que
38°C) ou hipotermia (temperatura menor que 36°C); 2) taquicardia (frequéncia
cardiaca maior que 90 batimentos/min); 3) taquipnéia (frequéncia respiratéria maior
que 20 respiragdes/min ou PaCO, menor que 32 mmHg) e 4) contagem dos
leucécitos totais no sangue maior que 12.000/mm® ou mais de 10% de formas

imaturas (BONE, SIBBALD et al., 1992).
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Sepse foi definida como uma resposta inflamatodria sistémica (SIRS) frente
a um estimulo infeccioso e Sepse grave quando associada a disfungdo organica,
hipotensdo ou hipoperfusdo. Choque séptico foi caracterizado por sepse com
hipotensao arterial persistente refrataria ao tratamento com drogas vasopressoras
associado com a reducgao da perfusao tecidual, acidose latica, oliguria e alteragao do
estado mental mesmo depois de adequada reposicdo volémica. Além disso, foi
criado o termo Sindrome de disfuncdo de mdltiplos érgdos e sistemas (MODS), que
se refere a presenga de fungao organica alterada em pacientes gravemente doentes
na qual a homeostase nao pode ser mantida sem intervencédo (BONE, SIBBALD et
al., 1992).

O choque séptico representa a causa mais comum de mortalidade em
Unidades de Terapia Intensiva (UTls) em todo o mundo (ANGUS e WAX, 2001;
DELLINGER, 2003). Apesar dos avancgos no tratamento, a mortalidade no choque
séptico é alta e vem crescendo nas ultimas décadas possivelmente devido ao
envelhecimento da populacdo, aumento no emprego de técnicas invasivas e
possiveis alteragdes nos agentes microbianos tornando-os multiresistentes (BONE,
1991; ANGUS e WAX, 2001; HANNA, 2003).

Um recente estudo epidemiolégico multicéntrico brasileiro revelou que a
incidéncia de sepse no Brasil € de 57 para cada 1000 pacientes-dia admitidos nas
UTls, sendo comparavel aos indices mundiais. Além disso, o indice de mortalidade é
cerca de 34,7%, podendo chegar a 52,2% no caso de pacientes que evoluem para
choque séptico, uma das principais complicagbes observadas nessa patologia
(GARRIDO, 2004). Embora nao existam dados a respeito dos gastos com esses
pacientes no Brasil, sabe-se que nos Estados Unidos os custos para o tratamento

sao calculados em torno de 15 bilhdes de ddélares para os mais de 750.000
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pacientes que desenvolvem sepse anualmente (ANGUS e WAX, 2001;

RIEDEMANN, GUO et al., 2003).

1.2. Fisiopatologia da Sepse

A sepse € caracterizada pela producdo excessiva de mediadores
inflamatdrios e pela intensa ativagdo de células inflamatdrias resultando em um
quadro de desequilibrio, onde o préprio organismo nao € capaz de controlar esta
situagdo para retornar as condigdes fisioldégicas normais (BONE, 1991; BRUN-
BUISSON, DOYON et al., 1996; BONE, GRODZIN et al., 1997; SANDS, BATES et
al., 1997; LANDRY e OLIVER, 2001; DELLINGER, 2003; KUMAR, WOOQD et al.,
2003).

A resposta inflamatdria é, geralmente, causada pela agao de componentes
da parede de bactérias, como o lipopolissacarideo (LPS) das gram-negativas, ou o
acido lipoteicdico (LTA) das gram-positivas, embora também possa ser causada por
fungos, virus e parasitas (GLAUSER, ZANETTI et al., 1991; SANDS, BATES et al.,
1997; KUMAR, WOOQOD et al., 2003). Em 85% dos casos de choque séptico ha

infeccao por bactérias gram-negativas e gram-positivas (HANNA, 2003).

A resposta desencadeada pelas bactérias gram-negativas € iniciada
quando estas sdo rompidas ocorrendo assim a liberagdao do LPS (endotoxina que
compde a parede celular dessas bactérias) (GLAUSER, ZANETTI et al., 1991). O
LPS liga-se primeiramente a lipoproteina de alta densidade (HDL), e posteriormente,
a proteina ligadora do LPS (LBP), sintetizada e liberada pelo figado, forma um

complexo LPS-LBP e transfere o LPS do HDL para o CD14 e outros receptores
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como o Toll-like, presentes principalmente na superficie de macréfagos/mondécitos e

neutréfilos (KARIMA, MATSUMOTO et al., 1999).

Durante esse processo, varios mediadores sao liberados amplificando a
resposta inflamatéria como fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucinas (IL)-1,
IL-6, IL-8, IL-12, interferon-y (IFN-y), fator ativador de plaquetas (PAF),
prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs) e oxido nitrico (NO) (BONE, 1991;
MORASSUTTI, STAINES et al.,, 1994; KARIMA, MATSUMOTO et al., 1999;
BENJAMIM, FERREIRA et al., 2000; RIOS-SANTOS, BENJAMIM et al., 2003;
BENJAMIM, CANETTI et al, 2005). Esses mediadores favorecem o
compromentimento endotelial, provocam vasodilatagdo periférica, hipovolemia,
danos teciduais, ativacdo do sistema complemento e a evolugcdo do quadro séptico

que pode levar a morte (BONE, 1991; HANNA, 2003).

Os mediadores inflamatorios excessivamente liberados durante a sepse
podem direta ou indiretamente chegar ao sistema nervoso central ativando
neurénios envolvidos em diferentes fungdes organicas, como autonémicas,
neuroenddcrinas e comportamentais (MCCANN, KIMURA et al., 2000; ENGBLOM,

EK et al., 2002; KOVACS, 2002).

1.3. Modelos de Sepse Experimental

Varios modelos experimentais, como infusao intravascular de endotoxinas
ou bactéria viva, peritonite bacteriana, ligadura e perfuragado cecal (CLP), infeccéo
tecidual leve e modelos de pneumonia e meningite, tém sido desenvolvidos para
estudar os aspectos fisiopatolégicos da sepse (GARRIDO, 2004). Os modelos mais

usados sao o de injegao intraperitoneal (i.p.) ou endovenosa (e.v.) de LPS (AIURA,
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UEDA et al.,, 1995; VILLA, SARTOR et al.,, 1995; MATSUNAGA, MIYATA et al,,
2000; XIA e KRUKOFF, 2001; GRINEVICH, MA et al., 2003; LISKINA, GRINEVICH
et al., 2003) e o de lesao intestinal com liberagdo consecutiva da flora microbiana
endoégena realizado por ligadura parcial do ceco para diminuicdo do lumen e
perfuragdes nas bordas mesentéricas sendo denominado CLP (Cecal ligation and
puncture) (WICHTERMAN, BAUE et al., 1980; BAKER, CHAUDRY et al., 1983;
WALLEY, LUKACS et al., 1996; SALKOWSKI, DETORE et al., 1998; KOO, ZHOU et
al., 1999; BENJAMIM, FERREIRA et al., 2000).

A endotoxemia por injecdo de LPS tem contribuido muito para a
elucidacao das vias de ativagdo envolvidas na patogénese da sepse, mas nao
representa completamente o episddio tipico de sepse clinica em humanos.

O modelo CLP resulta numa peritonite bacteriana que expde o hospedeiro
a todo tipo de bactérias da flora intestinal, incluindo bactérias gram-negativas. Este
modelo promove, portanto, uma resposta mais complexa que a do modelo de
endotoxemia por injecdo de LPS, pois no CLP, os componentes da parede
bacteriana que iniciam a resposta imune sao provenientes tanto de bactérias gram-
positivas quanto de gram-negativas. Além disso, o estimulo por CLP é constante por
exisitir um foco infeccioso que esta constantemente liberando agentes microbianos
(BAKER, CHAUDRY et al., 1983; SALKOWSKI, DETORE et al., 1998; KOO, ZHOU
et al, 1999; BENJAMIM, FERREIRA et al, 2000; ECHTENACHER,

FREUDENBERG et al., 2001).



1.4. Vasopressina

A vasopressina (AVP) é um peptideo de nove aminoacidos com uma
ponte dissulfeto entre duas cisteinas. Ela é sintetizada como um grande pré-pro-
horménio formado pela AVP propriamente dita mais as proteinas carreadoras
axonais (neurofisinas) nos neurdnios magnocelulares localizados nos nucleos
supraéptico (SON) e paraventricular (PVN) do hipotadlamo. Este pré-pro-horménio é
clivado por protedlise e a AVP torna-se o peptideo funcionalmente ativo. Ela migra
para os terminais axonais dos neurbnios magnocelulares localizados na
neurohipofise, onde é armazenada em granulos para ser secretada para a circulagao
apos estimulos adequados (BAERTSCHI, VALLET et al., 1980; SKLAR e SCHRIER,
1983; CUNNINGHAM e SAWCHENKO, 1991; LENG, BROWN et al., 1999).

Apenas 10 a 20% do conteudo hormonal dentro da neurohipdfise podem
ser liberados de uma vez sO, e a medida que o conteudo é descarregado na
circulagdo, a AVP continua a ser secretada em resposta a estimulos apropriados,
porém em uma velocidade reduzida. Todo o processo de sintese, transporte e
estoque na neurohipofise leva de 1 a 2 horas (SKLAR e SCHRIER, 1983;
CUNNINGHAM e SAWCHENKO, 1991; HOLMES, PATEL et al., 2001).

Uma vez langada na circulacdo, a AVP é transportada na forma livre
sendo rapidamente degradada pelas endopeptidases o que resulta em vida média
curta. Desta forma, a concentracdo plasmatica constitui um bom indicador da
capacidade de secrecao hormonal pelo sistema hipotalamo neurohipofisario.

A acao fisioldgica da AVP é mediada por trés tipos de receptores: V1a, V1p
e V2 (BARBERIS, MOUILLAC et al., 1998; BIRNBAUMER, 2000). Os receptores Vi,

localizam-se principalmente no musculo liso vascular e participam da vasoconstricao
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(FOX, FRIEDMAN et al., 1987; THIBONNIER, CONARTY et al., 1999). Os
receptores Vi, participam do aumento da secrecdo do horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) e sao expressos na maioria das células corticotroficas da adenohipéfise. Os
receptores V, localizam-se principalmente nos ductos coletores renais e em células
endoteliais e participam da antidiurese pela interagdo com a AVP (JARD, 1983).

A regulagao da liberagdo de AVP €& um processo complexo que envolve
estimulos osméticos e ndo-osmadticos. Como estimulo osmético importante tem-se o
aumento da osmolalidade plasmatica e como estimulo n&o-osmoético tem-se a
hipovolemia severa e hipotensao (DUNN, BRENNAN et al., 1973). Outros estimulos
também podem aumentar a secregdao de AVP, como dor, ndusea, hipoglicemia,
hipoxia, febre, acidose e acdo de horménios e mediadores (angiotensina Il, PGs, IL-
1, histamina, nicotina, acetilcolina, dopamina e outras catecolaminas) (ROWE,
SHELTON et al., 1979; BAYLIS e ROBERTSON, 1980; KASTING, VEALE et al.,
1981; SKLAR e SCHRIER, 1983; KASTING, MAZUREK et al., 1985; CUNNINGHAM
e SAWCHENKO, 1991; KADEKARO, SUMMY-LONG et al., 1992; HOLMES, PATEL
et al., 2001).

Alguns desses estimulos atuam via osmo- ou barorreceptores. Quando ha
aumento na osmolalidade plasmatica, a secrecdo de AVP é aumentada pela
ativacdo dos osmorreceptores hipotalamicos. Os principais osmorreceptores
conhecidos estdo localizados em regides hipotalamicas desprovidas de barreira
hemato-encefalica dos 6érgdos cincunventriculares, principalmente o Orgéo
Subfornical (SFO) e o Orgdo Vasculoso da Lamina Terminal (OVLT). Quando ha
queda na pressao arterial, os barorreceptores localizados no seio carotideo e arco
aortico iniciam um arco reflexo através dos nervos vago e glossofaringeo até o

Sistema Nervoso Central, principalmente pelo Nucleo do Trato Solitario (NTS) que
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possui conexdes com o PVN e SON, resultando no aumento da secreg¢dao de AVP.
Quando ha diminuigdo do volume plasmatico, essa informacao é detectada pelos
barorreceptores atriais que, por mecanismos reflexos, estimulam a liberagao de AVP
que vai restaurar o volume plasmatico a niveis normais (DUNN, BRENNAN et al.,

1973; CUNNINGHAM e SAWCHENKO, 1988; MCKINLEY, MATHAI et al., 2004).

1.5. Vasopressina na Sepse

Nas fases iniciais da sepse, ha um aumento acentuado nas concentragcdes
plasmaticas de AVP. Com a progressdo do quadro, por razdes ainda nao
esclarecidas, esses niveis reduzem a concentracdes proximas as basais mesmo
permanecendo os sinais clinicos e laboratoriais de sepse (MONTANI, LIARD et al.,
1980; BRACKETT, SCHAEFER et al.,, 1985; LANDRY, LEVIN et al., 1997;
SHARSHAR, BLANCHARD et al., 2003).

Em ratos, as concentragcdes plasmaticas de AVP aumentam nas 2
primeiras horas apdés a administragdo de LPS seguido de diminui¢do nas proximas 6
horas até sua queda em 24 horas (GIUSTI-PAIVA, DE CASTRO et al., 2002;
GIUSTI-PAIVA, BRANCO et al., 2003). O mesmo padrao de aumento inicial das
concentragdes plasmaticas de AVP seguido de queda pbde ser observado em caes
e macacos (WILSON, BRACKETT et al., 1981) e em carneiros (DADOUN,
GUILLAUME et al., 1998). Em humanos, Landry e colaboladores (1997)
demonstraram que as concentragdes plasmaticas de AVP em pacientes com choque
séptico sdo bem menores que a de pacientes com choque cardiogénico com o
mesmo grau de hipotensdo sugerindo que a concentracdo de AVP estaria

inadequadamente baixa nessa situacdo. O mesmo padrao foi observado por
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Sharshar e cols. (2003) onde os pacientes sépticos apresentaram inicialmente um
aumento na secrecao de AVP com queda nas 36 horas apds o inicio do choque.
Westphal e colaboradores (WESTPHAL, FREISE et al., 2004) também descreveram
secreg¢ao inapropriadamente reduzida de AVP 24 horas apdés CLP, quando a
pressao arterial média era significativamente diminuida em relagéo ao nivel basal do
mesmo animal.

As razdes para a relativa deficiéncia da secrecdo de AVP no choque
séptico ainda nao foram totalmente esclarecidas. No entanto, essa deficiéncia
contribui para a hipotenséao refrataria nos estagios tardios do choque séptico. Alguns
mecanismos para essa deficiéncia tém sido sugeridos tais como: a excessiva
producdo de NO durante o choque séptico que inibiria a sintese e/ou liberacdo de
AVP (GIUSTI-PAIVA, DE CASTRO et al., 2002; GIUSTI-PAIVA, RUGINSK et al.,
2003), a deplecéo dos estoques de AVP na neurohipdfise devido ao excessivo
disparo dos barorreceptores na situagcdo de queda da presséo arterial durante o
choque (SKLAR e SCHRIER, 1983; SHARSHAR, BLANCHARD et al., 2003) e a
insuficiéncia autonémica indicada pela diminuicdo da freqiéncia cardiaca e auséncia
de bradicardia reflexa durante a infusdo de AVP em pacientes em choque séptico
(LANDRY, LEVIN et al., 1997).

Tem sido sugerido que o NO parece ter um efeito modulador na
secrecao de AVP (OTA, CROFTON et al.,, 1993; YASIN, COSTA et al., 1993;
GIUSTI-PAIVA, DE CASTRO et al., 2002; GIUSTI-PAIVA, BRANCO et al., 2003).
Ota e colaboradores (1993) observaram que a administragao i.c.v. de um doador
de NO, promoveu um aumento das concentracdes plasmaticas de AVP, mostrando
o papel estimulatério do NO na secrecdao de AVP. Entretanto, em condicbes

patolégicas, como na sepse, a produgcdo exagerada de NO parece exercer um
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efeito inibitério na secrecao de AVP (GIUSTI-PAIVA, DE CASTRO et al., 2002;
GIUSTI-PAIVA, BRANCO et al., 2003).

Os niveis plasmaticos de AVP se elevam com a administragao i.c.v. de
L-NAME (inibidor n&o seletivo da NO sintase) ou aminoguanidina (inibidor seletivo
da NO sintase induzida), indicando que o NO em altas concentragbes pode agir
centralmente, inibindo a secre¢cao deste horménio (KADEKARO e SUMMY-LONG,
2000; GIUSTI-PAIVA, DE CASTRO et al.,, 2002). Entretanto, a administragao
periférica de inibidores da NO sintase nao é capaz de promover um aumento das
concentracdes plasmaticas de AVP nas fases tardias do choque séptico induzido
por LPS ou CLP. E interessante que enquanto nas fases iniciais do choque séptico
induzido por LPS o pré-tratamento periférico com aminoguanidina aumenta a
secrecéao de AVP, no modelo de CLP ocorre diminuigdo (GIUSTI-PAIVA, DE
CASTRO et al., 2002; CORREA, PANCOTO et al., 2007).

Outra hipotese para a relativa deficiéncia da secre¢ao de AVP no choque
séptico seria, conforme ja relatado, a deplecdo dos estoques de AVP na
neurohipofise. Sharshar e cols. (SHARSHAR, CARLIER et al., 2002) analisaram o
conteudo neurohipofisario de AVP por ressonadncia magnética nuclear em
pacientes normais e sépticos e encontraram deplecdo no conteudo desse
hormdnio em 24 horas apds o inicio do choque séptico. Entretanto, em outro
estudo as concentracdes neurohipofisarias de AVP foram analisadas em animais
com choque induzido por LPS e ndo foram detectadas alteracbes das
concentragdes do horménio (GIUSTI-PAIVA, DE CASTRO et al., 2002). Assim, sao
necessarios mais estudos experimentais para a comprovagdo ou nao destas

alteracdes de concentracdes neurohipofisarias de AVP.
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Em estudos do nosso laboratério usando o modelo de CLP, apesar do
perfil de secrecdo hormonal ter sido diferente do modelo com LPS, também
verificamos aumento na liberagao de AVP na fase inicial e deficiéncia 24h apés a
injuria. Embora n&do saibamos a razdo dessa secrecdo inadequada de AVP, a
analise do conteudo hormonal hipotalamico e neurohipofisario revelou que existe
um atraso na resposta sugerindo que esses animais nao sao capazes de repor 0s
estoques hipofisarios a tempo de suprir as necessidades do organismo durante

estimulo séptico continuo (ROCHA, CHEN et al., 2005).

1.6. Leucotrienos

Leucotrienos (LTs) sdo mediadores lipidicos derivados dos metabdlitos
do acido araquidénico (AA) pela via da 5-lipoxigenase (5-LO). Estes sao potentes
quimioatraentes para neutréfilos e eosindfilos (MARSHALL, HALL et al., 1995) e
sdo liberados apos ativagao celular por patégenos ou mediadores soluveis.

Estes fatores produzem um disturbio da membrana celular e levam ao
aumento de calcio intracelular que resulta na translocacao de fosfolipase A;
citosélica (cPLA) para as membranas nuclear e plasmatica. Este processo culmina
na liberacdo do AA dos fosfolipidios de membrana. O AA liberado pode ser
metabolizado por diversas vias dando origem as prostaglandinas, tromboxanos,
lipoxinas, 15- hidroperoxieicosatetraendico (15-HPETE) e aos leucotrienos,
substancias chamadas coletivamente de eicosandides. Para que ocorra a sintese
de leucotrienos, o AA liberado é transformado no nucleo em &cido 5-
hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE) que, por ser instavel, é rapidamente

convertido em leucotrieno A4 (LTA4) pela acdo da 5-LO. Essa enzima é deslocada
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do citosol para a membrana nuclear e ativada pela Proteina Ativadora da 5-
lipoxigenase (FLAP). Ao final da via da 5-LO, o LTA; é enzimaticamente
hidrolizado e transformado em LTB,4, pela acdo da LTA, hidrolase, ou em LTC4
intracelular pela acdo da enzima LTC, sintase, que catalisa a conjugacgao de LTA4
com glutationa reduzida. LTC, intracelular € transportado através da membrana e
convertido, pela agdo da gama-glutamil transferase em LTDs e LTEs (MILLER,
GILLARD et al., 1990). O LTC4 e seus metabdlitos, LTD4 e LTE4, sao coletivamente
chamados de cisteinil leucotrienos (cis-leucotrienos) (MORLION, TORWESTEN et
al., 2000; KAMOHARA, TAKASAKI et al., 2001; HUI e FUNK, 2002; BENJAMIM,
CANETTI et al., 2005).

Para que ocorram as agdes biolégicas do LTB4, é necessaria a sua
ligacao a receptores de membranas, BTL, e BTL,, acoplados a proteina G. O BTL4
€ o receptor de alta afinidade (Kd = 0.4nM) que parece ser responsavel pela
atividade quimiotatica e quimiocinética, enquanto que o BTL, é um receptor de
baixa afinidade que parece mediar a liberacdo de enzimas lisossomais € o
aumento do metabolismo oxidativo, apesar de também promover quimiotaxia
(GOLDMAN, GIFFORD et al., 1987; CROOKS e STOCKLEY, 1998; YOKOMIZO,
IZUMI et al., 2001).

As agdes biolégicas dos cis-leucotrienos ocorrem através de dois
receptores acoplados a proteina G, nomeados de CisLT4 e CisLT, (KAMOHARA,
TAKASAKI et al., 2001). O CisL T4 tem afinidade maior pelo LTD4 do que pelo LTC4
e LTE4, enquanto o CisLT, tem alta afinidade pelo LTC4 e LTD4 e baixa afinidade
pelo LTE4 (MARSHALL, HALL et al., 1995; MELLOR, MAEKAWA et al., 2001). O
CisLT1 é encontrado em células musculares lisas das vias aéreas (LYNCH,

O'NEILL et al., 1999) e em células endoteliais vasculares que promovem
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broncoconstricdo e regulacdo de adesao de células, respectivamente (MELLOR,
MAEKAWA et al., 2001). O CisLT,, originalmente encontrado em preparacdes de
veias pulmonares por ensaios farmacoldgicos, € detectado em bacgo, fibras de
Purkinje do coracdo, e em discretas regides da adrenal por métodos moleculares
(HUI e FUNK, 2002).

LTB4 € o mais potente quimoatraente natural de neutroéfilos, eosindfilos e
mondcitos (GOETZL e PICKETT, 1980; PETTIPHER, SALTER et al., 1993;
GOULET, BYRUM et al., 2000). Adicionalmente, tem sido demonstrado que o LTB4
estimula a adesdo de leucdcitos no endotélio vascular (DAHLEN, BJORK et al.,
1981; HENDERSON, KEAY et al.,, 1998; GOULET, BYRUM et al., 2000) e a
migragdo dos neutrofilos através da parede endotelial (DAHLEN, BJORK et al.,
1981; CANETTI, LEUNG et al.,, 2003). LTBs também inicia a agregacao e
degranulagao dos neutréfilos (HENDERSON, KEAY et al., 1998; GOULET, BYRUM
et al., 2000) e aumenta a permeabilidade capilar (ANDERSON, BRUNI et al., 1990;
HELLER, KOCH et al., 1998). Embora os cis-leucotrienos nao estimulem
diretamente a migracédo de leucdcitos para o local da inflamacgéo, eles exercem um
papel importante na formagcao do edema durante a resposta inflamatoéria. Eles séo
secretados in vivo por eosindfilos, mastdcitos e macrofagos (SPRINGER, ROBBINS
et al., 1990; HENDERSON, KEAY et al., 1998; GOULET, BYRUM et al., 2000), mas
também podem ser sintetizados pelo musculo vascular liso e células endoteliais
(FEINMARK, 1988; ANDERSON, BRUNI et al., 1990). Esses mediadores atuam
diretamente na microcirculagdo promovendo vasoconstricdo, aumento da
permeabilidade vascular (DAHLEN, BJORK et al., 1981; SPRINGER, ROBBINS et

al., 1990; HENDERSON, KEAY et al., 1998, GOULET, BYRUM et al., 2000) e
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hipotensao sistémica (SMEDEGARD, HEDQVIST et al., 1982; ANDERSON, BRUNI

et al., 1990).

1.7. Leucotrienos na Sepse

Um conjunto de evidéncias relata que novos mediadores endoégenos,
como os leucotrienos, também exercem um papel importante na sepse (LEFER,
1989; SPRAGUE, STEPHENSON et al., 1989; MORLION, TORWESTEN et al.,
2000) sendo relatados como mediadores de isquemia e choque (LEFER, 1986).

A idéia que o LTC4 seria um mediador envolvido na sepse e na sindrome
de resposta inflamatéria sistémica tem originado estudos em animais e humanos
(ANDERSON, BRUNI et al., 1990).

Em um modelo de sepse por LPS, Quinn e Slotman (1999) (TRAN, QUINN
et al., 2000) mostraram que concentragdes dos LTs estavam aumentadas na sepse
e que o bloqueio da sintese dos LTs resultava em diminuicdo do TNF e da sintese
dos eicosandides. No mesmo modelo de choque, o bloqueio da sintese dos
eicosanodides pela inibicdo da fosfolipase A, resultou em diminuicido dos niveis de
LTC4 e melhorou a sobrevida (MORASSUTTI, STAINES et al.,, 1994). Em outro
estudo em coelho, o tratamento com MK-886 (inibidor da FLAP) amenizou o efeito
hipotensivo do LPS (CANETTI, LEUNG et al., 2003).

Rios-Santos e colaboradores (RIOS-SANTOS, BENJAMIM et al., 2003)
demonstraram que camundongos submetidos a CLP com 2 perfuragdes
apresentaram um aumento na migracao dos neutréfilos para a cavidade peritoneal,
enquanto que em animais submetidos a 14 perfuracbes ocorreu faléncia da

migragdo dos neutréfilos, aumento do NO e sepse letal. A administracdo de
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inibidores da sintese dos LTs como os compostos MK-866 (inibidor da FLAP) e CP-
105,696 (antagonista seletivo do receptor do LTB4) n&do alteraram a faléncia da
migracao dos neutrofilos. Isso sugere que o LTB4 ndo esta envolvido nesta faléncia e
nem na indugcdo da liberagdo do NO (BENJAMIM, FERREIRA et al.,, 2000;

CROSARA-ALBERTO, DARINI et al., 2002).

1.8. Leucotrienos no Cérebro

A producao de metabdlitos do AA é amplamente distribuida em varios
orgaos, incluindo o sistema nervoso central (WOLFE, 1982; HULTING, LINDGREN
et al., 1985). A producdo de leucotrienos no cérebro estd associada com a
expressao da 5-LO em neurbnios de varias partes do cérebro, como no
hipocampo, cerebelo, talamo, hipotdlamo e tronco cerebral (LAMMERS,
SCHWEITZER et al., 1996). A produgdao de LTB4 foi vista estar distribuida
uniformemente por todo o cérebro do rato, enquanto que altos niveis de LTCy,
determinados por cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (RP-
HPLC) e radioimunoensaio, foram encontrados no hipotalamo (HULTING,
LINDGREN et al., 1985; MIYAMOTO, LINDGREN et al., 1987).

No cérebro, os leucotrienos parecem ter fungdes neuroenddcrinas. Esse
papel foi primeiramente sugerido por Lindgren et al. (HULTING, LINDGREN et al.,
1985) e Hulting et al. (HULTING, LINDGREN et al., 1985) que utilizando cultura de
células de adenohipdfise de ratos observaram que o LTC,4 estimulava a liberagao
do horménio luteinizante (LH), enquanto o LTB4s n&do provocava alteragdo no
hormdnio. Os autores demonstraram ainda que havia colocalizagado de LTC,4 e do

horménio liberador de LH (LHRH) nos neurbnios na area pré-optica. Shimada e
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colaboradores (SHIMADA, SATOH et al., 2005) observaram que a LTC, sintase é
seletivamente localizada nos neurbnios vasopressinérgicos dos nucleos
paraventricular e supra-6tico do hipotalamo, e no nucleo supraquiasmatico e area
retroquiasmatica de camundongos. Além disso, ndo ha expressao de LTC, sintase
nos neurdnios ocitocinérgicos do hipotalamo, mostrando assim que essa
expressao € seletiva para vasopressina. O trabalho mostrou ainda que os
neurdnios parvocelulares ndo expressam LTC, sintase ao menos em condi¢des
fisiologicas. Isso sugere que a LTC4 sintase estaria envolvida no sistema
neuroenddcrino apenas nas fungdes neurais vasopressinérgicas.

Sumarizando, na sepse e choque séptico ha produgcdo excessiva de
varios mediadores como citocinas, NO e LTs. Tem sido sugerido que os LTs
exercem um papel importante e poderia estar envolvido na regulagao da secregao
de AVP. Nas fases iniciais da sepse, ha um aumento acentuado nas
concentracdes plasmaticas de AVP nestas situacdes. Entretanto, na fase tardia,
por razbes ainda nao esclarecidas, esses niveis reduzem a concentragdes
proximas as basais. No contexto exposto, a proposta deste trabalho é verificar qual
o possivel papel dos LTs centrais e periféricos na secre¢cao de AVP durante sepse

experimental.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

Avaliar a participacdo dos leucotrienos centrais e periféricos sobre a

secrecao temporal de vasopressina durante sepse experimental.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar a participagao dos leucotrienos sobre a sobrevida dos

animais apos sepse experimental

2.2.2. Avaliar se os leucotrienos alteram o hematdcrito, sédio sérico,

osmolalidade, proteinas plasmaticas e nitrato sérico.

2.2.3. Avaliar a participacao dos leucotrienos na secrecao de vasopressina

e no conteudo neurohipofisario de vasopressina durante sepse experimental
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Animais

Foram utilizados 300 ratos Wistar machos pesando entre 200 a 300g
provenientes do Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo do Campus de
Ribeirdao Preto. Eles foram mantidos em gaiolas individuais, com agua e racéo ad
libitum a uma temperatura aproximada de 25+2°C e em ciclo claro-escuro de 12
horas. Os experimentos foram realizados no horario da manha entre 8:00 - 11:00h.
Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no uso de
animais experimentais do Campus de Ribeirdo Preto-SP (CEUA). Os critérios de
“Humane endpoints in shock research” foram utilizados para sacrificar os animais
submetidos a CLP em sofrimento intenso antes ou logo depois dos tempos

analisados (NEMZEK, XIAO et al., 2004).

3.2. Anestesia

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

2,5% em solugao salina, na dose de 1mL/100g de peso corporal.

3.3. Extereotaxia — Colocag¢ao de canulas no ventriculo lateral

Os ratos foram anestesiados, colocados no aparelho extereotaxico, e a
seguir, foi feita uma incisdo na pele e tecido subcutédneo de 1 cm de extensdo ao
longo da sutura sagital dos animais. O tecido subcutdneo e o peridstio foram
removidos para a perfuragao do osso parietal direito, € uma canula (28G, 14 mm) foi

introduzida visando atingir o ventriculo lateral (coordenadas: anterior -1,0 mm; lateral
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-1,6 mm e dorsal 3,2-3,6 mm), utilizando como referéncia o bregma. A canula foi
fixada ao osso utilizando acrilico dentario, apds a fixagao de 2 parafusos “de escora”
no 0sso. Os animais foram deixados em recuperagao por 5 a 7 dias antes de serem

utilizados para os experimentos.

3.4. Cirurgia

3.4.1. Cirurgia de ligadura e perfuragao cecal (CLP)

Animais devidamente anestesiados foram submetidos a incisdo central de
aproximadamente 2 cm no abdémen do animal seguido de exposi¢cdo do ceco e
obstrucao (ligadura parcial) no segmento distal da valvula ileo-cecal. Posteriormente,
o ceco foi perfurado (10 perfuragdes) com agulha 16G na borda antimesentérica.
Apods verificacdo da saida de fezes do ceco, este foi novamente introduzido na
cavidade abdominal. O fechamento da cavidade abdominal foi realizado em dois
planos de sutura facia e musculos abdominais com poliéster 4 (0) em pontos
continuos. Solugdo salina normal foi aplicada via subcutanea como liquido de
reanimacgao (aproximadamente 5mL). O grupo controle foi submetido a cirurgia
ficticia, sem ligadura nem perfuracdo cecal. O procedimento cirurgico incluiu,
somente, laparotomia mediana, manipulacdo do ceco e fechamento da cavidade

abdominal.

3.5. Determinacgao da curva de sobrevida
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Sessenta animais foram utilizados para determinagdo da curva de
sobrevida. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com agua e racgao

comercial ad libitum e observados por 5 dias para registro do numero de 6bitos.

3.6. Determinacdo do hematodcrito, sodio sérico, osmolalidade,

proteinas plasmaticas e nitrato sérico

3.6.1. Hematocrito

Apds a decapitacdo parte do sangue foi coletada do tronco para a
determinacdo do hematdcrito diretamente em tubos de microcapilaridade
heparinizados (Fisher), que foram selados na extremidade contraria a entrada de
sangue com auxilio de uma lamparina e centrifugados por 3 minutos em centrifuga
prépria para determinagdo de hematdcrito (Centrimicro Mod. 211, FANEN). A leitura

do hematécrito foi feita com auxilio de um cartdo proprio de leitura.

3.6.2. Separagao do plasma e do soro

Apds a decapitacdo dos animais, uma parte do sangue foi coletada do
tronco, em tubos plasticos, mantidos sob gelo, contendo heparina e centrifugada a
3000 rpm por 15 minutos para a separagao do plasma, o qual foi dividido em 2

microtubos plasticos: um contendo 1.0 mL para posterior dosagem hormonal e outro
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com aproximadamente 0.5 mL que foram utilizados para determinacdo 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 para a determinagdo do

sodio e nitrato sérico. O plasma e o soro foram armazenados a -20°C.

3.6.3. Sodio sérico

O sddio sérico foi determinado em fotdmetro de chama (Micronal),
devidamente calibrado com solugdo padrao Micronal contendo 140mEqg/L de sddio
e 5mEqg/L de potassio, diluida em agua destilada na proporgédo de 1:100. Cada
amostra foi diluida igualmente a solugéo padrao (30 uL do soro em 2,97 mL de agua
destilada), homogeneizada e aspirada no fotdbmetro de chama para a leitura da

concentracédo do sodio sérico.

3.6.4. Osmolalidade plasmatica

Cinquenta pL do plasma foram utilizados para a determinagdo da
osmolalidade plasmatica pelo método de abaixamento do ponto de congelagao da

agua em micro-osmémetro (Precision System, INC.).
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3.6.5. Proteinas plasmaticas

Aliguotas do plasma foram utilizadas para dosagem de proteina pelo
método colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976). 10 uL do plasma foram
diluidos na proporcao de 1:200. Dessa diluigdo, 10 uL foram dispostos em placas
com 96 pocos, posteriormente, 200 uL de Protein Assay Dye Reagent Concentrate
(Bio-Rad Laboratories, Inc.) diluido na propor¢ado de 1:5 com agua milli-Q também
foram adicionados. As concentra¢gdes foram calculadas com base na curva padrao
de concentragdes conhecidas de albumina (15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000
ug/mL). A leitura da curva padrdo e das amostras foi realizada em Microplate
Manager (Bio-Rad Laboratories, Inc.) a 595 nm e temperatura de 36°C. Os

resultados foram expressos em g/dL.

3.6.6. Nitrato sérico

Vinte uL de soro foram desproteinizados por incubagdo com 40 uL de
etanol 95% a 4°C por 30 minutos. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a
10000 rpm.

Para a medida do NO sérico, foi utilizada a técnica de
quimioluminescéncia NO/ozénio [132]. A concentracdo de nitrato no soro foi medida
utilizando 5 uL da amostra que foi injetada num vaso de reagao contendo um agente
redutor (0,8% de cloreto de vanadio em 1N de HCI a 95°C) que converte o nitrato em

NO, em quantidades equimolares. O NO é dragado, usando gas hélio, para a
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camara de quimioluminescéncia do Sievers NOAnalizer (Sievers 280 NOA, Sievers,
Boulder, CO, EUA).

A deteccao do NO decorre de sua reagdo com o ozdnio, emitindo luz
vermelha (NO + Oz — NO; + Oz; NO, — NO; + hv). O féton emitido pela reagéo é
detectado e convertido em sinal elétrico. A corrente gerada é convertida por um
conversor analogico-digital e analisada num computador. A area sob a curva gerada
pela corrente elétrica corresponde a concentragao de nitrato da amostra.

A concentracdo de nitrato foi calculada por comparagdo com uma curva
padrdo usando concentragdes conhecidas (0; 7,5; 15; 30; 60; 120; 240 umol) de

nitrato de sdédio.

3.7. Dosagem Hormonal

O plasma armazenado a -20°C foi utilizado para realizacdo do
radioimunoensaio para AVP. A neurohipdfise foi dissecada no momento da
decapitagao, colocadas em microtubos plasticos contendo 200 uL de HCI 0,1N e

estocada a —70° C para quantificagao de AVP.

3.7.1. Radioimunoensaio da vasopressina

O radioimunoensaio da vasopressina foi realizado apds extracao prévia do
plasma com acetona e éter de petrdleo, utilizando 1 mL de plasma e acrescentando
2 mL de acetona. As amostras foram agitadas e centrifugadas (3000 rpm, 20 min,
4°C). A seguir, o sobrenadante foi decantado em um tubo contendo 2 mL de éter de

petréleo e agitado. Apds a separagdo das duas fases liquidas (~5 minutos), a fase
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superior foi aspirada e o restante liofilizado e estocado a -20°C até a analise. No
momento do ensaio, as amostras plasmaticas foram ressuspendidas com 250 uL de
tampéao do ensaio para vasopressina. As neurohipdéfises foram homogeneizadas em
HCI 0,1N e 50 uL do homogenato foi utilizado para dosagem de proteinas totais e o
restante foi utilizado para quantificacdo de vasopressina. No momento do ensaio, o
homogenato foi diluido a 1:40000 com tampdo do ensaio para vasopressina.
Reagentes e protocolos de incubagdo comuns foram utilizados para os ensaios
peptidérgicos. Os tampdes foram NaHPO, (0,062M) e Na,EDTA (0,013M) com
0,5% BSA em pH 7,5. O peptideo marcado com '?°| foi de fonte comercial (Dupont
Co., Boston, MA, USA). Um ensaio nao-equilibrado foi realizado com volume de
incubacao de 500 uL e tempo de incubacéo foi de 4 dias a 4°C. O hormdnio marcado
foi separado do ndo marcado por um anticorpo secundario. O hormdnio AVP foi
medido com antisoro de diluigdo final 1:20.000. O antisoro € especifico para o

peptideo analisado sem reacéo cruzada com outros peptideos conhecidos.

3.8. Dosagem de proteina total da neurohipéfise

Aliquotas de 10 uL dos homogenatos da neurohipofise foram utilizadas
para dosagem de proteina pelo método colorimétrico de Bradford (1976). Todas as
leituras foram realizadas utilizando-se o fotocolorimetro (Microplater reader, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) utilizando comprimento de onda de 595 nm. O

conteudo da proteina tissular foi expresso em png.
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3.9. “Western blotting” para quantificagao do conteudo de LTC,

sintase no hipotalamo

Ap0ds a decapitacao dos ratos e remocgao dos cérebros, o hipotalamo basal
foi rapidamente dissecado, congelado em gelo seco e armazenado a -70°C para a
quantificacdo do conteudo de LTC,4 sintase por “Western blotting”. A preparagao
engloba a por¢cado anterior e médio-basal do hipotalamo, indo, rostralmente, da
porcdo anterior do quiasma Optico até a porcdo anterior dos nucleos mamilares,
incluindo o érgao vasculoso da lamina terminal (OVLT), nucleo supra-optico (SON),
nucleo supra-quiasmatico, nucleo paraventricular (PVN), nucleo arqueado, nucleo
ventromedial e areas periventriculares. Duas secg¢des longitudinais foram realizadas,
bilateralmente, 1 mm da linha mediana, delimitando a area do bloco de tecido. A

profundidade do fragmento foi de aproximadamente 2,0 mm de espessura (altura).

Foto 1. Foto da superficie ventral do cérebro do rato. A linha preta demarca a area do
hipotalamo basal retirado para ser utilizado na quantificacdo do conteudo de LTC, sintase
por Western blotting.

3.9.1. Preparagcao dos homogeneizados

O hipotalamo dissecado foi homogeneizado individualmente em 500 pL de

Tris-HCI 0,25M (pH 6,8) contendo SDS (sddio dodecilsulfato) 2%. Apds 3 horas de
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incubacao a 25°C, as amostras foram centrifugadas a 4°C, 12000g por 5 minutos e 0
sobrenadante foi retirado. Posteriormente, o precipitado foi homogeneizado com 100
uL de Tris-HCI 0,25M (pH 6,8) contendo SDS 2% e estocado a -70°C para as

dosagens de proteinas totais e LTC,4 sintase.

3.9.2. Dosagem de proteina total no hipotalamo

A quantidade de proteinas de cada amostra foi dosada para que
quantidades iguais de proteinas fossem aplicadas no gel de eletroforese. Aliquotas
de 1 uL do precipitado do hipotalamo foram utilizadas para dosagem de proteina por
meio da técnica colorimétrica do Acido bicinconinico (BCA). Todas as leituras foram
realizadas utilizando-se o fluoroespectrofotdmetro (Nanodrop, USA) utilizando

comprimento de onda de 592 nm. O conteudo da proteina tissular foi expresso em

ng/pL.

3.9.3. SDS-PAGE Eletroforese

Tanto o gel de separacdo (de gradiente linear de concentracado de 12%),
quanto o gel empacotador foram feitos de acordo com descri¢ao prévia (LAEMMLI,

BEGUIN et al., 1970).

Em cada amostra aplicada foi adicionado um tampao (g.s.p. 20 ul)
constituido por Tris-HCI 0,5M (pH 6,8), SDS 2%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%

e azul de bromofenol 0,01%. Essas amostras foram colocadas em banho a 100°C
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por 3 minutos e imediatamente transferidas para o gelo antes de serem aplicadas no
gel. Marcador de peso molecular de 10KDa a 250KDa (Full-Range Rainbow

Molecular Weight Markers, Amersham, USA) foi aplicado na lateral do gel.

A eletroforese foi conduzida a temperatura ambiente, sob corrente
constante de 20 mA por 1 hora e 40 minutos, sendo posteriormente realizado o

procedimento de eletrotransferéncia.

As proteinas do gel foram transferidas, em temperatura ambiente e em
condigdes umidas, para uma membrana de nitrocelulose de 0,45 um (Amersham,
USA), pela passagem de uma corrente de 350 mA durante 1 hora e 30 minutos em
tampéao de transferéncia contendo glicina 400 mM, Tris 25 mM e etanol em agua na

proporgao de 1:5 (volume:volume).

Apos o bloqueio da membrana de nitrocelulose com PBS 0,1M contendo
5% de leite desnatado (Molico, Nestlé) e 0,2% de Tween por 1 hora sob agitagado
leve, a mesma foi lavada em PBS por 2 vezes consecutivas. Em seguida foi feita a
incubacdo em um recipiente estéril onde o anticorpo primario anti-LTC, sintase foi
diluido na proporgao de 1:1000 em tampao PBS contendo 0,05% de Tween, 1% de
soro de cabra normal e 1% de leite desnatado (Molico, Nestlé). Essa membrana

permaneceu incubada por 16 horas a 4°C.

A membrana foi em seguida lavada e incubada com o anticorpo
secundario HPR (Dako) diluido em PBS com 1% de leite desnatado na proporc¢éo de
1:4000. Essa incubagdo permaneceu por 1 hora a temperatura ambiente sob leve

agitacéo.

A membrana foi novamente lavada em PBS com 0,05% de Tween e

incubada por 5 minutos a temperatura ambiente sob leve agitagdo no Kit ECL de
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revelagao por quimioluminescéncia (Amersham, USA). Em seguida a membrana foi

colocada em um cassete e revelada em um filme fotografico (Amersham, USA).

As bandas relativas a LTC4 sintase encontradas no Western blotting foram
quantificadas por meio de unidades arbitrarias. As comparagdes foram feitas pela
relacdo entre os animais tratados e seus respectivos controles (Programa de

analises Image J).

3.10. 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 leucotrienos. O solvente utilizado foi o DMSO (dimethyl sufoxide)
(Amresco, Solon, Ohio, USA) 5% e as doses utlizadas na injegao
intracerebroventricular foram 0.5, 1.0 e 2.0ug/kg em um volume de 2 uL, e a dose
utilizada na injegao intraperitoneal foi 1.0 mg/kg em um volume de 1.0 mL. A via de
administragao da droga foi intracerebroventricular (i.c.v.) e intraperitoneal (i.p.). Esse
composto foi doado pela Profa. Dra. Lucia Helena Faccioli do Departamento de
Analises Clinicas, Toxicolégicas e Bromatodlogicas da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — USP.
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3.11. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdao da média
(EPM). Dados referentes ao hematdcrito, sédio sérico, osmolalidade, proteinas
plasmaticas, nitrato sérico e vasopressina plasmatica e neurohipofisaria foram
analisados utilizando ANOVA TWO-WAY seguido pelo pés-teste Student-Newman-
Keuls. O nivel de significancia para rejeicdo da hipétese de nulidade foi fixado em
5% (p<0,05). Para a analise estatistica da curva de sobrevida foi utilizado o teste de

Kaplan-Meier.



33

4. Protocolos Experimentais
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4.1. Padronizacao da dose de MK-886 a ser utilizada na injegcao

intracerebroventricular e intraperitoneal

A padronizagcdo da dose de MK-886 a ser utilizada na injec&o i.c.v.
consiste na avaliacdo da concentracao plasmatica e neurohipofisaria de AVP. Tendo
em vista que o aumento de vasopressina plasmatica ocorreu entre 4 e 6 horas apés

CLP, escolhemos esse periodo para a padronizacdo da dose de MK-886.

Para a realizagao deste experimento foram utilizados ratos que tiveram o
ventriculo lateral canulado 5-7 dias antes da cirurgia. No dia do experimento, os
ratos foram pré-tratados com DMSO 5% ou MK-886 nas doses 0.5, 1.0 ou 2.0ug/kg,
administrados por via intracerebroventricular (i.c.v.), 1 hora antes da cirurgia. Apés 4
ou 6 horas da sepse induzida por CLP ou apos operacéo ficticia (OF), eles foram
decapitados sem anestesia e o sangue e a neurohipdfise coletados para as
dosagens de vasopressina. Tendo em vista que as doses de 1.0 e 2.0ug/kg

bloquearam a concentragao de AVP, escolhemos a dose de 1.0ug/kg.

A dose de 1.0mg/kg da administragao intraperitoneal (i.p.) foi baseada na
literatura, no qual esta dose é suficiente para inibir a sintese de leucotrienos (PAUL,

FRAIFELD et al., 1999; CANETTI, LEUNG et al., 2003).

4.2. Participacao dos leucotrienos centrais sobre o nitrato sérico

Os ratos foram preé-tratados com DMSO 5% ou MK-886 nas doses 0.5, 1.0

ou 2.0ug/kg, administrados por via intracerebroventricular (i.c.v.), 1 hora antes da
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cirurgia. Apos 4 ou 6 horas da sepse induzida por CLP ou apds operagao ficticia
(OF), eles foram decapitados sem anestesia e o sangue coletado para a dosagem

de nitrato sérico.

4.3. Efeito do MK-886 na sobrevida dos animais ap6s CLP

Os ratos foram pré-tratados com DMSO 5% ou MK-886 (1.0ug/kg ou
1.0mg/kg), administrados por via i.c.v. ou i.p., 1 hora antes do CLP ou operagéo
ficticia (OF). A sobrevida dos animais apds o CLP foi avaliada observando-se o

numero de animais vivos por um periodo total de 5 dias.

4.4. Efeito do MK-886 nas determinagées do hematécrito, soédio

sérico, osmolalidade, proteinas plasmaticas e nitrato sérico

Os animais foram pré-tratados com DMSO 5% ou MK-886 (1.0ug/kg ou
1.0mg/kg), administrados por via i.c.v. ou i.p., 1 hora antes da cirurgia. Apo6s 0, 4, 6,
18 ou 24 horas da sepse induzida por CLP ou apés operagéao ficticia (OF), eles
foram decapitados sem anestesia e o sangue coletado para as determinagdes do

hematdcrito, sédio sérico, osmolalidade, proteinas plasmaticas e nitrato sérico.
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4.5. Efeito do MK-886 sobre a concentracdo plasmatica e

neurohipofisaria de vasopressina

Os ratos foram pré-tratados com DMSO 5% ou MK-886 (1.0ug/kg ou
1.0mg/kg), administrados por via i.c.v. ou i.p., 1 hora antes da cirurgia. Apos 0, 4, 6,
18 ou 24 horas da sepse induzida por CLP ou apos operacgao ficticia (OF), eles
foram decapitados sem anestesia e 0 sangue e a neurohipdfise coletados para as

dosagens de vasopressina.

4.6. Efeito do MK-886 sobre o conteudo de LTC, sintase no

hipotalamo basal

Os ratos foram pré-tratados com DMSO 5% ou MK-886 (1.0ug/kg ou
1.0mg/kg), administrados por via i.c.v. ou i.p., 1 hora antes da cirurgia. Apos 0, 4 ou
6 horas da sepse induzida por CLP ou apés operagao ficticia (OF), eles foram
decapitados sem anestesia, o cérebro foi removido e o hipotalamo basal foi

rapidamente dissecado para a determinacao da LTC, sintase.
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5. Resultados



38

5.1. Padronizagcdo da dose de MK-886 a ser utilizada na injegao

intracerebroventricular

A administragdo i.c.v. de MK-886 nas doses 0.5, 1.0 ou 2.0ug/kg nos
tempos 4 e 6 horas ndo provocou alteracdo nas concentragdes plasmatica e
neurohipofisaria de vasopressina apds a operacgao ficticia quando comparamos com

o grupo controle (OF+DMSO 5%) (Figuras 1 e 2).

A sepse induzida por CLP provocou um aumento na secrecido de
vasopressina as 4 horas e as 6 horas. O pré-tratamento com MK-886 na dose
0.5ug/kg reduziu e as doses 1.0 e 2.0ug/kg bloquearam o aumento da concentragao
de vasopressina no tempo 4 horas ndo havendo diferenca entre as doses. As 6
horas, embora aparentemente nas doses 1.0 e 2.0ug/kg tenha uma redugao da AVP,

n&do houve diferenga estatistica entres os grupos (Figura 1).

Em relacdo a vasopressina neurohipofisaria, observamos que a sepse
provocou uma reducdo da concentragdo de vasopressina nos tempos 4 e 6 horas e
o pré-tratamento com MK-886 apenas nas doses 1.0 e 2.0ug/kg reverteu esta

reducao as 6 horas numa relagao dose-dependente, mas nao as 4 horas (Figura 2).
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Figura 1. Efeito da administragdo i.c.v. de MK-886 nas doses 0.5, 1.0 ou 2.0 ng/kg
sobre a concentragdo plasmatica de vasopressina. Valores expressos como média +
EPM. *p<0,05 comparado aos grupos OF+DMSO e OF+MK 0.5 no tempo 4h e OF+DMSO e
OF+MK 1.0 no tempo 6h; #p<0,05 comparado ao grupo CLP+DMSO no tempo 4h; *p<0,05
comparado ao grupo CLP+DMSO do tempo 4h; ©p<0,05 comparado ao grupo CLP+MK 0.5

no tempo 4h. n = 6 em cada grupo.
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Figura 2. Efeito da administragao i.c.v. de MK-886 nas doses 0.5, 1.0 ou 2.0 ng/kg
sobre a concentragcao neurohipofisaria de vasopressina. Valores expressos como média
+ EPM. *p<0,05 comparado aos grupos OF+DMSO e OF+MK 0.5 nos tempos 4 e 6h;
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#p<0,05 comparado ao grupo CLP+DMSO no tempo 6h; "p<0,05 comparado aos grupos
CLP+DMSO e CLP+MK 0.5 do tempo 4h. n = 6 em cada grupo.

5.2. Participacao dos leucotrienos centrais sobre o nitrato sérico

A sepse provocou um aumento do nitrato sérico nos tempos 4 e 6 horas
apés CLP. Por outro lado, o pré-tratamento com MK-886 nas doses 0.5, 1.0 e
2.0pg/kg reduziram o aumento do nitrato numa relacdo dose-dependente nos
tempos 4 e 6 horas quando comparado ao pré-tratamento com veiculo. Houve
diferenca significativa apenas entre as doses 0.5 e 2.0ug/kg de MK-886 sobre a

reduc&o do nitrato sérico apdés CLP no tempo 6 horas (Figura 3).
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Figura 3. Efeito da administragdo i.c.v. de MK-886 nas doses 0.5, 1.0 ou 2.0 ng/kg
sobre o nitrato sérico. Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado aos
grupos OF+DMSO e OF+MK 0.5 no tempo 4h e OF+DMSO, OF+MK 0.5, OF+MK 1.0 e
OF+MK 2.0 no tempo 6h. #p<0,05 comparado ao grupo CLP+DMSO no tempo 4 e 6h;
*p<0,05 comparado aos grupos CLP+DMSO, CLP+MK 0.5, CLP+MK 1.0 e CLP+MK 2.0 do
tempo 4h; @p<0,05 comparado ao grupo CLP+MK 0.5 no tempo 6h. n = 5-6 em cada grupo.
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5.3. Efeito do MK-886 na sobrevida dos animais apés CLP

Os animais submetidos a operacgao ficticia (OF+DMSO 5%) apresentaram
sobrevida de 100% apés 5 dias de observagao e as administragoes de MK-886 i.c.v.
(1.0ug/kg) e i.p. (1.0mg/kg) ndo interferiram na sobrevida destes animais (Figura 4A
e 4B). O grupo de animais submetidos ao estimulo séptico com administragdo do
veiculo i.c.v. (CLP+DMSO 5%) apresentou sobrevida de 50% apds 2 dias e 40%
apos 4 dias do inicio do experimento (Figura 4A), e o grupo com a administragao do
veiculo i.p. apresentou sobrevida de 20% apds o primeiro dia, 40% apds 2 dias e
30% apos 4 dias (Figura 4B). Os animais que receberam injecéo i.c.v. de MK-886
apresentou sobrevida de 90% a partir do segundo dia apos CLP (Figura 4A), e n&o
houve alteragdo da sobrevida do grupo que recebeu injegéo i.p. de MK-886 quando

comparado ao preé-tratamento com o veiculo (CLP+DMSO 5%) (Figura 4B).
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Figura 4. Efeito da administracao central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre a

sobrevida dos animais apés CLP. *p<0,05 comparado aos grupos OF+DMSO 5% e
OF+MK-886. #p<0,05 comparado ao grupo CLP+DMSO 5% na injecdo i.c.v.; Numero de

animais entre parénteses.
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5.4. Efeito do MK-886 nas determinagcdoes do hematodcrito, sédio

sérico, osmolalidade, proteinas plasmaticas e nitrato sérico

No grupo DMSO 5%, a sepse provocou um aumento do hematdcrito a
partir das 4 horas retornando progressivamente as condigbes basais, ndo havendo
diferenca entre os grupos em relagdo ao grupo OF nos tempos 0, 18 e 24 horas
apos o inicio do experimento (Figura 5A e 5B). A administragao central de MK-886
nao provocou alteracdo do hematdcrito (Figura 5A), entretanto a administragao
sistémica reverteu o aumento observado as 4 horas apés CLP (Figura 5B).

A anadlise dos resultados do sédio sérico revelou que nado ha diferenca
estatistica entre os grupos DMSO 5% e MK-886 em todos os tempos analisados
tanto na administragado central quanto na sistémica (Figura 6A e 6B).

Quanto a determinagcdo da osmolalidade plasmatica, observamos que os
grupos DMSO 5% e MK-886 apdés CLP tanto na inje¢do i.c.v. quanto na i.p. néo
provocaram alteragdo quando comparado com os grupos controles (OF+DMSO 5%
e OF+MK-886). Porém, dentro dos grupos CLP+DMSO 5% e CLP+MK-886 nas duas
injecdes, houve uma reducgao significativa da osmolalidade nos periodos de 18 e 24
horas (Figura 7A e 7B).

Por outro lado, a sepse induzida pelo CLP provocou uma redugao da
concentragao plasmatica de proteinas a partir das 4 horas (Figura 8A e 8B), e que a
administragcdo i.c.v. de MK-886 n&o alterou esta concentragdo (Figura 8A).
Entretanto a administracao i.p. de MK-886 foi capaz de reverter esta redugao apenas
nos periodos de 4 e 6 horas apds o CLP (Figura 8B).

Quanto a determinagao do nitrato sérico, observamos que o CLP provocou

um aumento progressivo a partir da quarta hora (Figura 9A e 9B). A administragao
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i.c.v. de MK-886 causou uma reducao deste aumento a partir da quarta hora (Figura

9A), enquanto a administragdo i.p. ndo alterou a concentragdo em nenhum dos
tempos analisados (Figura 9B).

As administragdes de DMSO 5% e MK-886 nao causaram alteragédo no

grupo OF ao longo de todo periodo experimental (Figuras 5, 6, 7, 8 e 9).
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Figura 5. Efeito da administragdo central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre o
hematécrito. Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado aos grupos
OF+DMSO 5% e OF+MK-886; #*p<0,05 comparado ao grupo CLP+DMSO 5% no tempo 4h;
*p<0,05 comparado aos tempos 0 e 24h na injegdo i.c.v., e aos tempos 0, 18 e 24h na

injecdo i.p. do grupo CLP+DMSO 5%; ©p<0,05 comparado aos tempos 0, 18 e 24h do
grupo CLP+MK-886. n = 5-6 em cada grupo.
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Figura 6. Efeito da administragao central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre o sodio

sérico. Valores expressos como média + EPM. n = 5-6 em cada grupo.
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Figura 7. Efeito da administracao central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre a
osmolalidade plasmatica. Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado aos
tempos 0 e 4h no grupo CLP+DMSO 5%; ©@p<0,05 comparado aos tempos 0, 4 e 6h no
grupo CLP+MK-886. n = 5-6 em cada grupo.
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Figura 8. Efeito da administragao central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre as
proteinas plasmaticas. Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado aos
grupos OF+DMSO 5% e OF+MK-886; *p<0,05 comparado ao grupo CLP+DMSO 5% nos
tempos 4 e 6h; 'p<0,05 comparado ao tempo Oh na injecdo i.c.v., e aos tempos 0, 18 e 24h
na injecdo i.p. do grupo CLP+DMSO 5%; ©@p<0,05 comparado ao tempo Oh do grupo
CLP+MK-886 nas injegbes i.c.v. e i.p. n = 5-6 em cada grupo.
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Figura 9. Efeito da administragao central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre o nitrato
sérico. Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado aos grupos OF+DMSO
5% e OF+MK-886; *p<0,05 comparado ao grupo CLP+DMSO 5% nos tempos 4, 6, 18 e 24h
na injecdo i.c.v.; 'p<0,05 comparado ao tempo Oh nas injecdes i.c.v. e i.p. do grupo
CLP+DMSO 5%; ©@p<0,05 comparado ao tempo Oh nas injegdes i.c.v. e i.p. do grupo
CLP+MK-886. n = 6 em cada grupo.
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5.5. Efeito do MK-886 sobre a concentracao plasmatica e

neurohipofisaria de vasopressina

A sepse induzida por CLP provocou um aumento nas concentracdoes
plasmaticas de vasopressina as 4 e 6 horas com pico em 4 horas, retornando
progressivamente as concentracdes basais as 18 e 24 horas (Figura 10A e 10B). A
administragao central de MK-886 bloqueou o aumento da secreg¢ao de vasopressina
no tempo 4 horas e reduziu este aumento as 6 horas (Figura 10A). A administragao
sistémica, por sua vez, apenas reduziu a secrecao de vasopressina no tempo 4
horas (Figura 10B).

Na neurohipdfise, observou-se que a concentragdo neurohipofisaria de
vasopressina encontra-se reduzida nos tempos 4, 6 e 18 horas com pico em 6 horas
e em condi¢gdes basais as 24 horas apos CLP (Figura 11A e 11B). A administragéao
central de MK-886 reverteu parcialmente esta redugdo no tempo 6 horas (Figura
11A), e a administracao sistémica nos tempos 6 e 18 horas (Figura 11B).

As administragcbes de DMSO 5% e MK-886 nao causaram alteragdo no

grupo OF ao longo de todo periodo experimental (Figuras 10 e 11).
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Figura 10. Efeito da administragcao central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre a
concentragao plasmatica de vasopressina. Valores expressos como média + EPM.
*p<0,05 comparado aos grupos OF+DMSO 5% e OF+MK-886; *p<0,05 comparado ao grupo
CLP+DMSO 5% nos tempos 4 e 6h na injegcéo i.c.v., € no tempo 4h na injecéo i.p.; *p<0,05
comparado aos tempos 0, 18 e 24h nas injegbes i.c.v. e i.p. do grupo CLP+DMSO 5%;
©p<0,05 comparado aos tempos 0, 6, 18 e 24h do grupo CLP+MK-886 na injecdo i.p. n = 6

em cada grupo.
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Figura 11. Efeito da administragcao central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre a
concentragao neurohipofisaria de vasopressina. Valores expressos como média + EPM.
*p<0,05 comparado aos grupos OF+DMSO 5% e OF+MK-886; *p<0,05 comparado ao grupo
CLP+DMSO 5% no tempo 6h na injecéo i.c.v., e nos tempos 6 e 18h na injecdo i.p.; "p<0,05
comparado aos tempos 0, 4, 18 e 24h nas injegbes i.c.v. e i.p. do grupo CLP+DMSO 5%;
@p<0,05 comparado aos tempos 0 e 24h do grupo CLP+MK-886 na injecdo i.c.v., e aos
tempos 0, 4 e 24h do grupo CLP+MK-886 na injecdo i.p. n = 6 em cada grupo.
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5.6. Efeito do MK-886 sobre o conteudo de LTC,; sintase no

hipotalamo basal

Para esse experimento, foram analisados até o momento somente os

tempos 0, 4 e 6 horas.

A sepse induzida por CLP provocou um aumento na expressao de LTCy
sintase as 4 horas que foi bloqueado com a administragéo central de MK-886 (Figura

12A). Entretanto, a administragao sistémica néo alterou esta expressao (Figura 12B).

As administragdes de DMSO 5% e MK-886 nao causaram alteragdo no

grupo OF ao longo de todo periodo experimental (Figuras 12 e 13).
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Figura 12. Efeito da administraciao central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre o
conteudo de LTC, sintase. Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado aos
grupos OF+DMSO 5% e OF+MK-886; #p<0,05 comparado ao grupo CLP+DMSO 5% no
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cada grupo.
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6. Discussdo
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Os animais submetidos ao modelo experimental de peritonite séptica
induzida por CLP apresentaram sinais caracteristicos de sepse nas primeiras horas
apos a cirurgia, incluindo piloerecéo, letargia, exsudato ao longo dos olhos e do nariz
e dilatacdo abdominal. Entretanto, os animais controles permaneceram ativos em
suas caixas. Esses resultados sdo compativeis com os varios relatos da literatura
(SALKOWSKI, DETORE et al, 1998; BENJAMIM, FERREIRA et al., 2000;
WESTPHAL, FREISE et al., 2004).

O grupo de animais submetidos ao estimulo séptico apresentou uma
redugcdo da sobrevida. Entretanto, o grupo de animais que receberam injegéo i.c.v.
de MK-886 apresentou um aumento da sobrevida, e ndao houve alteracdo da
sobrevida do grupo que recebeu injegao i.p. de MK-886. Portanto, somente o MK-
886 administrado centralmente é capaz de melhorar a sobrevida dos animais
submetidos a CLP, sugerindo uma participagao dos LTs centrais na sepse.

No modelo de choque endotdxico, o bloqueio da sintese dos eicosandides
pela inibicao sistémica da fosfolipase A resultou em diminuigdao dos niveis de LTC4
e melhorou a sobrevida (MORASSUTTI, STAINES et al., 1994). Da mesma maneira,
no modelo de sepse por CLP, camundongos depletados do gene da enzima 5-LO ou
camundongos tratados com MK-886 por gavage apresentaram, respectivamente, 75
ou 100% de sobrevida. Apesar da inibicdo ou deplecdo da 5-LO ter reduzido o
acumulo de neutrdfilos peritoneal e aumentado o numero de bactérias na cavidade
peritoneal, ainda houve uma melhora da sobrevida. Ja o antagonista do receptor de
LTB4s ndo melhorou a sobrevida e o antagonista do receptor dos cis-leucotrienos
promoveu uma protecado moderada (BENJAMIM, CANETTI et al., 2005). Entretanto,
em outro estudo também com camundongos, foi observado que a administracéo

sistémica de MK-886 em animais submetidos a CLP letal (14 perfuragbes) e a CLP
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sub-letal (2 perfuragdes) nao melhorou a sobrevida desses animais (RIOS-SANTOS,
BENJAMIM et al., 2003). Esses resultados, portanto, sdo contraditorios e justificam
mais estudos relacionados ao papel dos LTs na sepse.

Em nossos experimentos, houve um aumento na porcentagem de
hematdcrito no grupo CLP 4 e 6 horas apds a cirurgia demonstrando que ocorreu
hipovolemia. Esse fato ja foi anteriormente observado em nosso laboratério no
modelo de sepse por CLP com 20 perfuragdes (OLIVEIRA, ELIAS et al., 2005). A
hipovolemia € uma das alteragbes fisioldgicas que acompanha o inicio da sepse
(PARRILLO, 1993) e pode ser explicada pelo extravasamento de liquido
intravascular para o intersticio e cavidade peritoneal (ANDREW, DENG et al., 2000).
Esse extravasamento faz aumentar o fluxo linfatico facilitando a resposta imune ja
que as células T ativadas séo disseminadas por essa via (ANDREW, DENG et al.,
2000).

A administracao central de MK-886 nao provocou alteracdo do hematécrito
ap6s o CLP ao longo de todo periodo experimental. Entretanto, a administracéo
sistémica de MK-886 provocou uma reducdo do hematdcrito 4 horas apos CLP.
Portanto, somente a administracdo sistémica de MK-886 € capaz de reverter a
hipovolemia provocada pela sepse.

Nesse estudo também observamos uma redugao significativa da
osmolalidade nos periodos de 18 e 24 horas. Apesar desta reducdo, ndo houve
alteracdo na concentragao de sodio sérico durante todo o periodo experimental. Isso
estd de acordo com Oliveira (2005) que também observou uma diminuicdo da
osmolalidade plasmatica em 24 horas apés CLP e nenhuma alteracdo na
concentracdo de sédio. Estes resultados sao semelhantes aos do modelo de choque

endotoxico, no qual foi observado também a redugao da osmolalidade 2 horas apés
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a injegao de LPS. Entretanto, os autores do trabalho observaram uma diminui¢cao do
sédio (WANG e EVERED, 1993). A endotoxemia estimula a ingestdo hidrica e
diminui as perdas urinarias, consequentemente, levando ao ganho de agua e
diluicdo do fluido corporal, podendo levar a diminuicdo ou ndo alteragdo da
osmolalidade plasmatica (WANG e EVERED, 1993). Apesar de nao termos
verificado a ingestao hidrica nesse estudo, resultados de outros trabalhos do nosso
laboratdrio utilizando CLP com 10 e 20 perfuragdes relatam um aumento da mesma,
0 que justificaria a presenga de alteragdo osmoética que observamos. A
administragcao de MK-886 tanto central quanto sistémica ndo provocou alteracdo da
osmolalidade plasmatica e do sddio sérico. Além disso, apesar do sédio ser o fator
mais relevante para as alteragdes osmaticas, o resultado sugere que as alteragdes
na osmolalidade observadas na sepse também podem estar relacionadas a
diminui¢ao das proteinas plasmaticas.

De fato, a analise dos resultados das proteinas plasmaticas mostrou uma
diminuicdo nas concentragdes apos 4 horas da cirurgia CLP, permanecendo
reduzida até as 24 horas, demonstrando que houve aumento da permeabilidade
vascular resultando no extravasamento de liquido intravascular para o intersticio.
Resultados semelhantes foram observados em nosso laboratério por Oliveira (2005)
e Corréa et al. (2007) (CORREA, PANCOTO et al., 2007) no modelo de sepse por
CLP com 20 perfuragdes cecais e também no modelo de choque endotdxico por LPS
(WANG e EVERED, 1993). A administragdo i.c.v. de MK-886 nao alterou a
concentracdo de proteinas, entretanto a administracao i.p. reverteu a reducdo nos
periodos de 4 e 6 horas ap6s o CLP. Benjamim et al. (2005) observaram que
camundongos submetidos a CLP apresentaram um aumento do extravasamento de

proteinas para o exsudato peritoneal, e camundongos depletados do gene da
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enzima 5-LO (5-LO™) reduziram a permeabilidade vascular peritoneal apos CLP.
Similarmente, eles também observaram que camundongos 5-LO"" demonstraram
menor extravasamento de proteinas no rim e no coragdo. Nossos resultados da
administragao sistémica de MK-886 sdo semelhantes aos achados de Benjamim et.
al (2005), porém os resultados da administragao central contradizem esses achados.
Isso pode ser devido ao fato de que a administragao i.c.v. ndo foi capaz de inibir os
cis-leucotrienos sistémicos e, portanto, estes estariam ainda exercendo seus efeitos,
dentro os quais, aumentando a permeabilidade vascular.

O extravasamento vascular observado durante a sepse ocorre por acéo de
enzimas proteoliticas agindo sobre as células endoteliais, aumentando os espacgos
entre elas, e provocando a perda de plasma para o espago extravascular. Algumas
substancias sdo responsaveis por esse processo como as citocinas, NO,
prostaglandinas, leucotrienos entre outros (FISHEL, ARE et al., 2003; BENJAMIM,
CANETTI et al., 2005). Essas alteracbes levam a diminuigdo da concentragao de
proteinas no plasma e hipovolemia que, associada a vasodilatacdo, promovem
hipotensao arterial (LANDRY e OLIVER, 2001; BENJAMIM, CANETTI et al., 2005).

De fato, observamos que o CLP provocou um aumento crescente do
nitrato sérico a partir da quarta hora, como ja foi visto em nosso laboratério por
Oliveira (2005) e Corréa (2007) (CORREA, PANCOTO et al., 2007) no modelo de
sepse por CLP com 20 perfuragdes cecais. A administracdo i.c.v. de MK-886
provocou uma reducao do nitrato a partir da quarta hora, contudo a administragao
i.p. ndo alterou a concentragao de nitrato durante todo o periodo experimental.

O NO apesar de ser um potente mediador inflamatério tem um efeito
bastante paradoxal. No inicio do processo infeccioso quando produzido pela NOSe,

as concentracdes baixas de NO tem efeitos benéficos e muito importantes como:
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aumentar a defesa do hospedeiro por sua atividade bactericida e tumoricida,
promover vasodilatagdo, aumentar o fluxo sanglineo na microcirculagao e prevenir a
adesao plaquetaria e leucocitaria ao endotélio (MONCADA, PALMER et al., 1991;
THIEMERMANN, 1997; FEIHL, WAEBER et al., 2001). Em uma fase mais tardia,
com a producédo de NO descontroladamente aumentada devido a ativacao da iNOS,
o NO torna-se téxico ao organismo, contribuindo para varias caracteristicas
fisiopatolégicas do choque séptico, como hipotensdo grave devido a vasodilatagéo
periférica intensa, hiporresponsividade tecidual, culminando com a sindrome de
disfungdo multipla de 6rgaos (MONCADA, PALMER et al., 1991; THIEMERMANN,
1997; FEIHL, WAEBER et al., 2001).

Benjamim et al. (BENJAMIM, FERREIRA et al., 2000; BENJAMIM, SILVA
et al., 2002) e Crosara-Alberto et al. (CROSARA-ALBERTO, DARINI et al., 2002)
demonstraram que o NO produzido pela INOS era responsavel pela faléncia da
migragdo de neutrofilos na sepse letal induzida por CLP ou pela injecdo de
Staphylococcus aureus culminando em aumento da mortalidade, uma vez que
camundongos depletados do gene da enzima iNOS™ nao apresentaram esta
faléncia, embora apresentassem aumento da mortalidade. Além disso,
camundongos pré-tratados com aminoguanidina, um inibidor seletivo da iNOS,
também nao apresentaram esta faléncia, embora tivessem uma diminuicdo da
mortalidade. Esses resultados mostram os efeitos contraditorios do NO.
Posteriormente, Rios-Santos e colaboradores (2003) demonstraram que inibidores
da sintese ou bloqueadores de receptores de prostaglandinas, PAF ou LTB4 n&o
alteraram a faléncia da migragao dos neutréfilos na sepse letal sugerindo que estes
eicosandides nao estdo envolvidos na inducdo da liberacdo do NO periférico que

medeia esta faléncia. Entretanto, nés observamos que a inibicdo central dos
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leucotrienos reduziu a concentracdo de NO periférico na fase inicial da sepse, e
provavelmente também estaria evitando a faléncia da migragdo de neutrdfilos,
diminuindo a quantidade de bactérias, aumentando assim a sobrevida dos animais.
Porém, provavelmente a reducdo sistémica dos leucotrienos nao alterou a
concentracdo de NO na fase inicial da sepse, e o NO em excesso poderia ser o
responsavel pela diminuicdo da sobrevida dos animais. Para comprovarmos esta
reducdo sistémica, teriamos que ter dosado os LTs plasmaticos que devera,
entretanto, ser objeto de futuro estudo.

Won et al. (WON, IM et al., 2005) observaram que células gliais pré-
incubadas com LPS promoviam aumento do conteudo de RNA mensageiro (RNAm)
e da enzima iINOS, e consequentemente aumento da producdo de NO. Quando
estas células foram incubadas com MK-886, os pesquisadores observaram que
havia reducao tanto do conteudo de RNAm e da proteina iINOS quanto do NO,
sugerindo que a 5-LO medeia a expressdo do gene da iNOS. Hashimoto et al.
(2003) (HASHIMOTO, KIHARA et al., 2003) utilizando cultura de células de musculo
vascular liso também observaram que a pré-incubacdo destas células com IL-1
estimulava a expressao da iNOS e a producgao de NO, e que o NDGA, um inibidor da
lipoxigenase (LOX), reduzia essa expressao, sugerindo que os produtos da LOX
exercem um papel importante na regulacdo da produgdo de NO induzida por
estimulos. De fato, pesquisadores tém observado que os LTs induzem a producgao
de NO periférico em infecgdes provocadas por Trypanosoma cruzi (TALVANI,
MACHADO et al., 2002), Histoplasma capsulatum (MEDEIROS, SA-NUNES et al.,
2004) e Mycobacterium tuberculosis (PERES, DE PAULA et al., 2007).

Nossos resultados demonstraram que o estimulo séptico provocou um

aumento significativo na secregéo plasmatica de vasopressina em 4 e 6 horas apos
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CLP. Pancoto (2006) (PANCOTO, 2006) também observou um pico de AVP 4 horas
apoés CLP com 10 perfuragdes. Nos acreditamos que esse aumento da AVP pode
ser atribuido em parte a hipovolemia e hipotensao promovida pela sepse.

Alteracdes na volemia e pressao arterial sdo detectadas por receptores
localizados em regides de baixa e alta pressédo. Estes enviam sinais, através dos
nervos vago e glossofaringeo, as regides do tronco cerebral como o nucleo do trato
solitéario (NTS), area postrema (AP) e bulbo ventrolateral medial (VLM), que, por sua
vez, ativam o PVN e SON estimulando a secrecdo de AVP (JOHNSON e
THUNHORST, 1997); (MCKINLEY, MATHAI et al., 2004). Apesar de nao termos
analisado a pressao arterial dos animais nesse estudo, resultados anteriores do
nosso laboratorio demonstraram que animais submetidos a CLP com 10 e 20
perfuracdes apresentaram uma reducgao da pressao arterial 3 horas apds o estimulo
persistindo até as 5 horas estudadas. Portanto, a queda inicial da pressao arterial
deve ter contribuido para aumentar as concentragdes plasmaticas de AVP dos
animais com 10 e 20 perfuracdes. Além disso, outro estudo utilizando o mesmo
modelo que o nosso observou queda progressiva da pressao arterial pelo periodo de
72 horas (TORRES-DUENAS, BENJAMIM et al., 2006). Entretanto ndo sabemos se
o pré-tratamento com MK-886 tanto i.c.v. quanto i.p. alteraria a pressao arterial dos
animais.

Entre os metabdlitos da 5-LO, os cis-leucotrienos exercem efeitos diretos
no tdnus e na permeabilidade vascular, e, portanto, participam do comprometimento
hemodindmico da sepse (BURKA e EYRE, 1977; ELY, ANGUS et al., 2003).
Benjamim et al. (2005) demonstraram que camundongos submetidos a CLP e
tratados com um antagonista do receptor 1 dos cis-leucotrienos (MK-571) exibiram

somente leve hipotensdo. Esses dados sugerem que os cis-leucotrienos sao
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importantes mediadores da hipotensdo observada apoés CLP, e este efeito
provavelmente decorre do aumento da permeabilidade vascular. Em outro estudo
em coelho, o pré-tratamento com MK-886 por gavage amenizou o efeito hipotensivo
induzido pelo LPS (CAN, CINAR et al., 1998). Portanto, ndo descartamos o
envolvimento dos cis-leucotrienos na hipotensao observada apdos CLP e seria
interessante analisar a pressao arterial dos animais neste trabalho, o que devera ser
objeto de estudo do mesmo.

Com a inibicao da sintese de LTs, utilizando MK-886 centralmente e
sistemicamente, nés observamos um bloqueio e reducdo da secrecdo de AVP na
fase inicial da sepse. Esses resultados sugerem que este bloqueio e redugéo
também podem ser devidos em parte a reversdao da hipotensdo, e que os LTs
exercem um papel importante na secrecao de AVP.

O fato da injecao periférica de MK-886 ter apenas reduzido a AVP, mas
nao bloqueado, sugere que outros mediadores, como NO, citocinas e
prostaglandinas liberados durante a sepse podem ainda exercer influéncia direta no
eixo hipotalamo-neurohipdfise.

Varios estudos tém mostrado que o NO pode agir centralmente modulando
a secregao de AVP (OTA, CROFTON et al., 1993; YASIN, COSTA et al., 1993;
GIUSTI-PAIVA, DE CASTRO et al., 2002; VENTURA, GIUSTI-PAIVA et al., 2005).
Ota e colaboradores (1993) observaram que injecao i.c.v. de doador de NO
promoveu aumento da concentracdo plasmatica de AVP. Enquanto, Kadekaro
(KADEKARO, 2004) demonstrou que administragao i.c.v. de L-NAME (inibidor de
NOS) em ratos conscientes também resultou no aumento da secre¢do hormonal.
Esses estudos comprovam a funcdo modulatéria do NO, podendo exercer efeito

estimulatério ou inibitério na secrecdo de AVP. Além disso, pesquisadores
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observaram que, durante o choque endotéxico, a inibicao central de NO por inibidor
seletivo de INOS (Aminoguanidina) e inibidor ndo seletivo de NOS (L-NAME)
demonstrou acgao inibitéria do NO na secrecdo de AVP, enquanto doadores de NO
promoveram diminuigdo na secreg¢ao hormonal (GIUSTI-PAIVA, DE CASTRO et al.,
2002; GIUSTI-PAIVA, BRANCO et al., 2003; GIUSTI-PAIVA, ELIAS et al., 2005). Em
nosso laboratério no modelo de CLP, Corréa et al. (2007) também observaram que a
inibicao sistémica de NO pela aminoguanidina reduziu a concentragao plasmatica de
AVP.

Em relagao as citocinas e PGs, Naito e colaboradores (NAITO, FUKATA et
al., 1991) observaram que a administracdo intravenosa de IL-1 aumentava a
secregcao de AVP numa relacao dose-dependente. Outros pesquisadores também
observaram que a administracdo de IL-1p, IL-6 e TNF-a intensificam a secrecéo de
AVP (ZELAZOWSKI, PATCHEV et al., 1993; MASTORAKOS, WEBER et al., 1994;
CHIKANZA, PETROU et al., 2000). Além disso, Carnio et al. (2006) (CARNIO,
MORETO et al., 2006) observaram que, durante o choque endotdxico, a inibicao
periférica da sintese de PGs pela administracdo de indometacina e nimesulide,
inibidores das cicloxigenase, bloqueou a secrecdo de AVP, demonstrando o papel
das PGs na regulagao da secrecéo de AVP.

Além disso, também temos que considerar, ja que ndo dosamos os LTs
plasmaticos, que os cis-leucotrienos, que eventualmente ndo foram bloqueados pela
injecao periférica do MK-886, podem estar da mesma maneira que as citocinas e NO
ativando o eixo hipotalamo-neurohipdfise, tendo em vista a existéncia de receptores
cerebrais para os mesmos (HUI e FUNK, 2002).

Na fase tardia da sepse, ndés observamos que a concentracado plasmatica

de AVP encontrava-se em condi¢cdes basais. Este fendbmeno também foi observado
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em estudos clinicos (LANDRY, LEVIN et al., 1997; SHARSHAR, BLANCHARD et al.,
2003; WESTPHAL, FREISE et al., 2004) e em nosso laboratério no modelo de CLP
com 20 perfuragbes (SILVA, PEDRO MDE et al., 2004; OLIVEIRA, ELIAS et al.,
2005). Varios estudos tém sido realizados para esclarecer os motivos pelos quais a
concentracdo de AVP esta em niveis basais na fase tardia a despeito da hipotensao.
Entre as causas para esta reducdo, tem sido sugerida a possivel diminuicdo dos
estoques de AVP na neurohipdfise (SKLAR e SCHRIER, 1983), a insuficiéncia
autondmica, indicada pela diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca
(MORIEN, GARRARD et al., 1999) e a excessiva produc¢ao de NO (GIUSTI-PAIVA,
DE CASTRO et al., 2002; GIUSTI-PAIVA, BRANCO et al., 2003).

A deplecao dos estoques neurohipofisarios como uma das causas para a
deficiéncia tardia da secrecdao de AVP tem sido relatada, por exemplo, para
pacientes sépticos (HOLMES, PATEL et al.,, 2001; SHARSHAR, CARLIER et al.,
2002; OLIVEIRA, ELIAS et al.,, 2005). Sharshar e colaboradores (SHARSHAR,
CARLIER et al.,, 2002; SHARSHAR, BLANCHARD et al.,, 2003), analisando a
neurohipofise por ressonancia magnética, observaram que esta exibia um sinal fraco
em pacientes sépticos, sugerindo que os estoques estdo depletados, e seriam a
razao pelo qual a AVP esta inapropriadamente reduzida na fase tardia do choque
séptico.

Nés observamos uma redugdo significativa da concentragao
neurohipofisaria de AVP 6 horas apds CLP. Esses resultados sugerem que o
aumento da concentracao plasmatica de AVP as 4 horas provocou uma deplecao do
conteudo neurohipofisario a partir da quarta hora, reduzindo ainda mais na sexta
hora, uma vez que a concentragao plasmatica de AVP ainda se encontra elevada na

sexta hora apés CLP.
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A partir da sexta hora, observamos um aumento progressivo da
concentracdo neurohipofisaria de AVP, retornando as condigdes basais. Nossos
resultados estdo de acordo com os de Giusti-Paiva et al. (2002) que também nao
encontraram alteragcéo neurohipofisaria no conteudo de AVP apds injegcao de LPS na
fase tardia (6 horas apds LPS).

Além disso, o pré-tratamento com MK-886 centralmente e sistemicamente
provocou um aumento da concentracdo neurohipofisaria de AVP 6 horas apds CLP.
Esses resultados devem estar relacionados com a redugao da secrecao plasmatica
de AVP promovida pelo MK-886, uma vez que a inibicdo da acdo dos LTs com
consequente inibicdo da secrecdo de AVP remove o estimulo que diminui os
estoques neurohipofisarios de AVP. Portanto, as alteragdes neurohipofisarias devem
ser devido a secrecdo de AVP, e nao a diminuicdo do estoque.

O MK-886 além de inibir a enzima 5-LO, também inibe todas as outras
enzimas que promovem a sintese dos LTs, inclusive a LTC4 sintase que é
responsavel pela sintese dos cis-leucotrienos (LAM, PENROSE et al., 1994; LAM,
2003).

LTC, sintase é predominantemente expressa em células mieldides como
mondcitos/macréfagos, eosinodfilos, basofilos e mastécitos (LAM e AUSTEN, 2002).
Schroder et al. (SCHRODER, SJOSTROM et al., 2005) observaram que o RNAm da
LTC, sintase e que a expressao desta proteina eram também detectaveis no
coragao, cérebro, figado e adrenal. Apds a administragéo i.p. de LPS, o conteudo de
RNAmM nestes 6rgaos aumentou apds 1 hora da injecao e a de LTC4 sintase apds 6
horas. Entretanto na fase tardia da endotoxemia, o conteudo de RNAm retornou a
nivel basal, enquanto a expressdo da proteina aumentou ainda mais. Os

pesquisadores sugeriram que a regulagdo da LTC, sintase pode ser influenciada
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pela resposta inflamatéria sistémica. Além disso, a LTC, sintase e a produgao de cis-
leucotrienos podem diretamente, ou por vias secundarias, contribuir para os
sintomas gerais da inflamagao sistémica como febre, taquicardia e hipotenséo
(SCHRODER, SJOSTROM et al., 2005).

De fato, a sepse induzida por CLP provocou um aumento significativo na
expressao de LTC4 sintase com pico em 4 horas, retornando a niveis basais as 6
horas apds o inicio do experimento. A administracdo central de MK-886 bloqueou a
LTC, sintase 4 horas apds CLP. Isto sugere que os cis-leucotrienos centrais também
estao envolvidos na sepse. Por outro lado, a administragao sistémica nao alterou a
expressao de LTC, sintase, sugerindo que ou a dose de MK-886 administrada néo
foi suficiente para inibir esta enzima no hipotalamo, ou o MK-886 provavelmente nao
estaria ultrapassando a barreira hemato-encefalica. Entretanto, Paul et al. (PAUL,
FRAIFELD et al., 1999) demonstraram que, durante endotoxemia, a administragao
periférica de MK-886 foi capaz de bloquear o aumento dos LTs hipotalamicos
sugerindo que a droga ultrapassou a barreira hemato-encefalica.

Shimada e colaboradores (SHIMADA, SATOH et al., 2005) sugeriram que
a LTC, sintase estaria envolvida nas fungdes neurais vasopressinérgicas, uma vez
que observaram que a LTC,4 sintase é seletivamente localizada nos neurbnios
vasopressinérgicos dos nucleos paraventricular e supra-6tico do hipotalamo.
Portanto, correlacionando a reducdo da secrecdo de AVP com a reducdo da
expressao de LTC, sintase no hipotalamo apds a administracao i.c.v. de MK-886,
podemos sugerir que os leucotrienos centrais também sao moduladores da secregao
de AVP.

Em sintese, nossos resultados demonstraram que o modelo de CLP

promove aumento da expressao de LTC, sintase hipotaldmica que deve estar
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produzindo aumento de LTs. Isto associado com aumento de NO, citocinas e
prostaglandinas leva a um extravasamento vascular promovendo hipovolemia, perda
de proteinas plasmaticas na circulagao, hipotensao e alta mortalidade. Além disso, a
producdo de LTs centrais pode estar afetando diretamente a secrecao de AVP.
Como resposta a esses efeitos, na fase inicial da sepse, ha um aumento da
concentracido plasmatica de AVP e diminuicdo da AVP neurohipofisaria. O bloqueio
da via central dos LTs nao alterou a hipovolemia e o extravasamento de proteinas,
mas reduziu o NO periférico e a expressado de LTC, sintase, abolindo a secrecéo de
AVP e aumentando o conteudo neurohipofisario na fase inicial, melhorando a
sobrevida. Entretanto, o bloqueio da via sistémica dos LTs reverteu a hipovolemia e
a perda de proteinas, mas nao alterou 0 NO e nem a sobrevida dos animais. Além
disso, o0 mesmo tratamento reduziu a secre¢cao de AVP aumentando o conteudo

neurohipofisario na fase inicial.
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7. Conclusoes
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A sepse induzida por CLP promove baixo indice de sobrevida que é melhorada
com a administragao i.c.v. de MK-886 sugerindo que os LTs centrais exercem

um papel importante no agravamento do quadro clinico da doencga.

A sepse promove aumento da permeabilidade vascular caracterizado pela
hipovolemia e diminuicdo de proteinas plasmaticas que sao revertidas pela

administracao sistémica de MK-886.

A administracao central de MK-886 reduziu o NO sugerindo que os LTs centrais

induzem a producéao de NO.

A sepse promove um aumento de AVP plasmatica e diminuicdo do conteudo
neurohipofisario de AVP que sao revertidos tanto pela administragao central de
MK-886 quanto sistémica sugerindo que a via dos LTs esta envolvida na

regulagcédo da concentragdo plasmatica de AVP durante a sepse.
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Anexo I — Tabelas de valores
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Tabela 1. Efeito da administragao i.c.v. de MK-886 nas doses 0.5, 1.0 ou 2.0 ug/kg sobre a concentragao plasmatica de

vasopressina. Média (M), erro padrao da média (EPM) e n dos grupos representados na Figura 1.

Grupos
DMSO MK-886 (0,5ug/kg) MK-886 (1,0png/kg) MK-886 (2,0ug/kg)
Tempo (h)
OF CLP OF CLP OF CLP OF CLP
M*EPM n M*EPM n M*EPM n M*EPM n M*fEPM n M:EPM n MzEPM n MZ*zEPM n
4 08+02 6 59+05 6 06+01 6 22+05 6 09+02 6 12+01 6 0601 6 0901 6
6 07+01 6 22+05 6 09+01 6 1503 6 05+01 6 1001 6 1002 6 08+02 6

Tabela 2. Efeito da administracao i.c.v. de MK-886 nas doses 0.5, 1.0 ou 2.0 ug/kg sobre a concentragdo neurohipofisaria de

vasopressina. Média (M), erro padréao da média (EPM) e n dos grupos representados na Figura 2.

Grupos
DMSO MK-886 (0,5ug/kg) MK-886 (1,0pg/kg) MK-886 (2,0ug/kg)
Tempo (h)
OF CLP OF CLP OF CLP OF CLP
M*EPM n M*EPM n M*EPM n M*EPM n M*fEPM n M*EPM n MzEPM n M*fEPM n
4 73+05 6 47+08 6 61+03 6 48+02 6 65+07 6 55+06 6 6312 6 68+05 6

6 73+02 6 18+02 6 6504 6 29x04 6 55+x08 6 53+04 6 56+08 6 6707 6




86

Tabela 3. Efeito da administracao i.c.v. de MK-886 nas doses 0.5, 1.0 ou 2.0 ug/kg sobre o nitrato sérico. Média (M), erro padrao

da média (EPM) e n dos grupos representados na Figura 3.

Grupos
DMSO MK-886 (0,5ug/kg) MK-886 (1,0pg/kg) MK-886 (2,0ng/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 MzfEPM n MzEPM n
4 30,7+49 6 69,4 + 8,1 5 258+37 6 553+6,7 6 340+41 6 419119 6 27206 5 322+20 6

6 26,3+34 5 1290+151 5 284+35 6 768+86 6 221+19 6 61181 5 301+23 6 484+47 6
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Tabela 4. Efeito da administracdo central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre o

hematdcrito. Média (M), erro padrao da média (EPM) e n dos grupos representados

na Figura 5.
A
Grupos
Te(';‘)m OF + DMSO 5% CLP +DMSO 5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M+tEPM n M*EPM n M*EPM n M£EPM n
0 447+06 6 4562+06 5 445:06 6 442+10 5
452+08 6 527+02 6 450+06 6 507+09 6
6 456+09 5 504+16 5 463:+09 6 490£15 5
18 433+09 5 48815 5 45306 5 474%15 5
24 44307 6 456+08 6 46012 6 474+09 6
B
Grupos
Te(?)” OF +DMSO 5% CLP +DMSO 5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M+tEPM n M*EPM n M*EPM n MEPM n
0 458+11 6 477+11 6 443:05 6 452+10 5
482+22 6 560+19 6 455+08 6 50011 5
6 475+08 6 51,7+09 6 46802 5 478:t12 6
18 457+13 6 480+16 6 440+06 6 464+11 5
24 443+23 6 45809 6 45720 5 462:07 5
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Tabela 5. Efeito da administracdo central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre o

sodio sérico. Média (M), erro padrdao da média (EPM) e n dos grupos representados

na Figura 6.
A
Grupos
Te(';‘)'” OF + DMSO 5% CLP +DMSO 5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M+*tEPM n M*EPM =n M*EPM n M£EPM n
0 1335+14 6 1320+28 6 1347+08 6 1344+18 6
1384+31 6 1355+15 6 1394402 5 1376%10 5
6 1408+21 5 137821 6 1416+16 5 1378%32 5
18 140,0£36 5 1354+29 5 1416+21 6 137,342 5
24 1334+14 5 1313+25 5 1360+12 6 135824 6
B
Grupos
Te('lff° OF + DMSO 5% CLP +DMSO 5%  OF + MK-886 CLP + MK-886
M*tEPM n M*EPM =n M*EPM n M£EPM n
0 1350+34 5 1398+29 5 1378+19 5 1423+11 6
1430+1,8 5 1448+26 5 1402+22 6 138814 6
6 1448+20 6 1425+23 6 1398427 6 1416+44 5
18 1423+17 5 1432+48 5 1390+07 6 138711 6
24 1338+18 6 1355+17 6 1395:05 6 1353+16 6
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Tabela 6. Efeito da administracdo central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre a
osmolalidade plasmatica. Média (M), erro padrao da média (EPM) e n dos grupos

representados na Figura 7.

A
Grupos
Te(';‘)'” OF + DMSO 5% CLP +DMSO 5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M+*EPM n M*EPM n M#EPM n M£EPM n
0 277,8+17 5 2824+23 5 2760+23 6 2802%29 6
2762+15 6 2792+18 5 2773+22 6 2805+14 5
6 2758+14 5 2734+22 6 2748+26 5 2764+38 6
18 269,3+31 5 2636+28 5 2712+51 5 2623+21 6
24 2750+44 5 2682+21 6 2682+23 5 265026 5
B
Grupos
Te('lff° OF + DMSO 5% CLP +DMSO 5%  OF + MK-886 CLP + MK-886
M+*EPM n M*EPM n M#EPM n M£EPM n
0 2735+21 6 281614 5 2768+17 5 277,0£30 6
2734+44 5 2773+11 6 2756+36 5 2775+24 6
6 2720+30 6 2716+20 5 2772+21 6 277813 5
18 267,8+15 6 2632+23 6 2722+22 6 260,8+31 6
24 2672+45 5 2574+54 5 2652+39 6 2588+34 6
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Tabela 7. Efeito da administragdo central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre as
proteinas plasmaticas. Média (M), erro padrdao da média (EPM) e n dos grupos

representados na Figura 8.

A
Grupos
Te(';‘)'” OF + DMSO 5% CLP +DMSO 5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M+*EPM n M*EPM =n M*EPM =n MEPM n
0 52401 5 51402 6 55+01 6 54+01 5
47+01 5 42+01 5 48%02 6 43+02 5
6 49+01 5 43+01 6 4802 6 42+01 6
18 51402 5 45+02 5 49+01 6 43+02 6
24 49+01 5 4402 5 53+04 6 48+01 5
B
Grupos
Te('lff° OF +DMSO 5% CLP +DMSO5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M*EPM =n M*EPM =n M*EPM =n MEPM n
0 53+01 5 51401 5 49+01 6 51+01 5
47+01 6 42+01 6 47+02 5 45+01 6
6 45+01 6 41+01 6 4601 6 4401 5
18 48+01 6 4401 6 4801 6 4501 5
24 47+01 5 44+01 5 49+01 5 4501 5
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Tabela 8. Efeito da administracdo central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre o
nitrato sérico. Média (M), erro padrdao da média (EPM) e n dos grupos representados
na Figura 9.

A
Grupos
Te(';‘)'” OF + DMSO 5% CLP +DMSO5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M+EPM n M + EPM n M£EPM n M#£EPM n
0 287+34 6  200+18 6 242422 6 250+38 6
32,3+55 6  694+81 5 279+05 6 41,9%19 6
6 263+34 5 1229+59 5 221+19 6 761+6,0 5
18 358+44 6 1513+11,0 6 246+21 6 111,1+58 6
24 31,7+55 6 2064+242 5 244+17 6 141,7+80 6
B
Grupos
Te('lff° OF +DMSO 5% CLP +DMSO 5%  OF + MK-886 CLP + MK-886
M+*EPM n M*EPM n M#EPM n M%EPM n
0 225+46 5  200+18 6 301+46 5  338+11 5
19,4+28 6  588+99 6 265+19 6  680+70 5
6 26,3+29 6 117,7+141 6 294+30 6 1151+149 6
18 240+22 6 147,7+123 6 302+31 6 1526+129 6
24 182+3,0 6 2064+242 5 270+09 6 2346+81 6
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Tabela 9. Efeito da administracdo central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre a
concentracao plasmatica de vasopressina. Média (M), erro padrao da média (EPM) e

n dos grupos representados na Figura 10.

A
Grupos
Te(';‘)'” OF + DMSO 5% CLP +DMSO 5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M+*EPM n M*EPM =n M*EPM =n MEPM n
0 07+01 6 10+01 6 08+01 6 10£01 5
08402 6 59405 5 09402 6 07+03 5
6 07+01 6 22+05 5 05+01 6 10£01 5
18 05¢01 6 1303 6 05+01 6 06+01 6
24 07+01 6 09+01 5 05+01 6 05+01 6
B
Grupos
Te('lff° OF +DMSO 5% CLP +DMSO5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M*EPM =n M*EPM =n M*EPM =n MEPM n
0 09+01 6 08+01 6 09402 6 08+01 6
1,003 6 61+07 6 09+02 6 2802 6
6 08+01 6 23+03 6 0501 6 16£04 6
18 05+01 6 14+02 6 06+01 6 08+01 6
24 05+01 6 12+03 6 09+01 6 08%02 6
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Tabela 10. Efeito da administracdo central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre a
concentragcao neurohipofisaria de vasopressina. Média (M), erro padrao da média

(EPM) e n dos grupos representados na Figura 11.

A
Grupos
Te(';‘)'” OF + DMSO 5% CLP +DMSO 5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M+*EPM n M*EPM =n M*EPM =n MEPM n
0 81+09 5 66406 5 7,0+08 6 7,3+05 5
73+05 5 44%07 6 69%07 5 55+06 5
6 73+02 5 17+03 5 65:04 6 47+04 5
18 7602 5 40:06 6 68:06 6 55+04 6
24 8006 5 71+11 5 69+05 6 72%05 6
B
Grupos
Te('lff° OF +DMSO 5% CLP +DMSO5%  OF + MK-886  CLP + MK-886
M*EPM =n M*EPM =n M*EPM =n MEPM n
0 82+10 6 73+05 6 7,1+03 6 68+05 6
81+08 6 59404 6 73+03 6 67+03 6
6 75+03 6 29:01 6 6807 6 51£02 6
18 80+11 6 47+04 6 67+05 6 62+05 6
24 73+07 6 6307 6 6705 6 69+02 6
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Tabela 11. Efeito da administracdo central (A) e sistémica (B) de MK-886 sobre o

conteudo de LTC4 sintase. Média (M), erro padrao da média (EPM) e n dos grupos

representados na Figura 12.

A
Grupos
Tempo
(h) OF + DMSO 5% CLP + DMSO 5% OF + MK-886 CLP + MK-886
M * EPM n Mt EPM n M+ EPM n M * EPM n
0 33,625 4 48,0+4,4 4 32,734 4 37,279 4
20,5+6,3 4 68,2 + 8,5 4 279+1,0 4 251+8,3 4
6 26,6 +3,9 4 22,3+5,0 4 23,7+11 4 26,2+49 4
B
Grupos
Tempo
(h) OF + DMSO 5% CLP + DMSO 5% OF + MK-886 CLP + MK-886
M * EPM n M+ EPM n M+ EPM n M * EPM n
0 29,0+5,2 4 38,2+6,3 4 243 +51 4 29,6 + 6,1 4
244 +4 1 4 74,137 4 26,4 +34 4 752194 4
6 30,7+ 3,8 4 29,5+ 3,6 4 38,0+6,7 4 36,1+7,8 4
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