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RESUMO

Uma vez que ligantes dos receptores ai-adrenérgicos (a1-ARs) se constituem como
um pilar de primeira escolha no tratamento da hipotensdo na sepse, buscamos com
este trabalho, explorar o comportamento dos a1-ARs nessa condigdo. A hipétese que
embasou a pesquisa € de que a estimulacdo de a1-ARs por diferentes ligantes pode
resultar em uma modulacéao diferencial para mediadores intracelulares como o 6xido
nitrico (NO) e o calcio (Ca?*), afetando a capacidade dos vasos em aumentar o ténus
vascular. Utilizamos o modelo experimental de sepse induzida pela metodologia de
ligadura e perfuracéo do ceco (CLP) em ratos, em dois tempos, pos CLP 6 h e 18 h.
Avaliamos a responsividade da aorta frente aos agonistas fenilefrina (PE) e
noradrenalina (NE), assim como a ativacao direta da maquinaria contratil pelo CaCla.
O receptor a1-AR quando ativado pela PE, resulta em uma hiporresponsividade mais
acentuada do que quando ativado pela NE em 6 h ap6s a CLP. A analise da densidade
basal do receptor a1-AR através da técnica de marcagado com o ligante fluorescente
demonstra ndo haver reducdes na densidade deste receptor na sepse. Além disso, a
avaliagao do efeito da sepse sobre a maquinaria contratii em anéis de aorta,
caracteriza que em 6 h apdés a CLP, a contragdo induzida por CaCl2 em liquido
despolarizante sem Ca?* ndo é reduzida. No entanto, estagios mais avancados da
sepse apresentam perda do tbnus contratil ao CaClz. A exploracdo das vias de
transducao envolvidas denota que o inibidor ndo seletivo das sintases do 6xido nitrico
(L-NAME) é capaz de aumentar a responsividade vascular para a PE e NE em anéis
de aorta provenientes do grupo controle. No entanto, ndo foi capaz de aumentar a
responsividade vascular frente ao CaClz. Ao contrario do esperado, em 6 h apds a
CLP, os inibidores seletivos das sintases de 6xido nitrico induzida (iNOS), neuronal
(nNOS) 1400W e S-metil-L-tiocitrulina, respectivamente, aumentaram as respostas
para a PE, mas ndo para a NE nem para o CaClz. A analise em um momento pés CLP
mais tardio (18 h), demonstra que o bloqueio da eNOS, INOS e nNOS é capaz de
aumentar a responsividade vascular para todos os vasoconstritores avaliados. De
maneira interessante, ao incubar a aorta de animais controle com o doador exégeno
de NO, nitroprussiato de sodio (NPS) e construir CCRs (curvas de resposta
dependentes da concentracao) para a PE e NE, os resultados mostram diferencas em
relagao a sensibilidade ao NO de um vasoconstritor para o outro. Por outro lado, ndo
encontramos diferencas entre os dois ligantes em relagdo a entrada de Ca?* do meio
extracelular. De outra forma, uma vez que a maquinaria contratil ja esteja ativada, o
bloqueio da entrada de Ca?* com a nicardipina ¢ suficiente para provocar a perda do
tbnus vascular nas respostas induzidas por PE, tanto nas preparacdes controle,
quanto sépticas, enquanto nas respostas geradas pela NE o mesmo nao é observado.
Por fim, verificamos particularidades importantes na sinalizacdo mediada por PE e NE,
no qual a NE é capaz de iniciar uma segunda onda de contracédo apods atingir o platd,
tanto em aorta de animais controle quanto sépticos. Dessa forma, concluimos que no
inicio da sepse, a diferenca de resposta vascular entre os dois ligantes do a1-AR esta
relacionada a uma modulagéao diferencial do NO, e que por outro lado, estagios mais
tardios estéo relacionados a um prejuizo da maquinaria contratil, e independente do
ligante utilizado, ha perda do ténus, que é revertida por inibidores das NOS.

Palavras-chave: Sepse 1. Reatividade vascular 2. Receptores ai-adrenérgicos 3.



ABSTRACT

Since ai-adrenergic receptor ligands (a1-ARs) constitute a pillar of first choice in the
treatment of hypotension in sepsis, this study intends to explore the behavior of ai-
ARs in this condition. The hypothesis that supported the research is that the stimulation
of a1-ARs by different ligands can result in a differential modulation for intracellular
mediators such as nitric oxide and calcium (Ca?*), affecting the capacity of vessels to
increase vascular tone. We used the experimental model of sepsis induced by the
cecal ligation and puncture (CLP) methodology in rats, in two stages, after CLP 6 h
and 18 h. We evaluated the responsiveness of the aorta to phenylephrine (PE) and
norepinephrine (NE) agonists, as well as the direct activation of the contractile
machinery by CaClz. The a1-AR receptor when activated by PE results in greater
hyporesponsiveness than when activated by NE 6 h after CLP. The analysis of the
basal density of the ai-AR receptor using the fluorescent ligand labeling technique
demonstrates that there are no reductions in the density of this receptor in sepsis.
Furthermore, the evaluation of the effect of sepsis on the contractile machinery in aortic
rings characterizes that at 6 h after CLP, the contraction induced by CaClz in Ca?* free
depolarizing solution is not reduced. However, more advanced stages of sepsis show
loss of contractile tone to CaClz. The exploration of the involved transduction pathways
shows that the non-selective inhibitor of nitric oxide synthases (L-NAME) is able to
increase vascular responsiveness to PE and NE in aortic rings from the control group.
However, it was not able to increase vascular responsiveness to CaClz. Contrary to
expectations, at 6 h after CLP, selective inhibitors of induced nitric oxide synthases
(INOS), neuronal (nNOS) 1400W and S-methyl-L-thiocitrulline, respectively, increase
responses to PE, but not for NE or for CaClz. Analysis at a later post-CLP time point
(18 h) demonstrates that blocking eNOS, iINOS and nNOS can increase vascular
responsiveness to all evaluated vasoconstrictors. Interestingly, by incubating the aorta
of control animals with the exogenous NO donor, sodium nitroprusside (NPS) and
constructing CCRs (concentration response curves) for PE and NE, the results show
differences in relation to sensitivity to NO from one vasoconstrictor to another. On the
other hand, we found no differences between the two ligands regarding the entry of
Ca?* from the extracellular medium. Otherwise, once the contractile machinery is
already activated, blocking the entry of Ca?* with nicardipine is sufficient to cause loss
of vascular tone in PE-induced responses, both in control and septic preparations,
while in generated responses by NE, the same is not observed. Finally, we verified
important particularities in the signaling mediated by PE and NE, in which NE is able
to initiate a second wave of contraction after reaching the plateau, both in the aorta of
control and septic animals. Thus, we conclude that at the early sepsis, the difference
in vascular response between the two a1-AR ligands is related to a differential
modulation of NO. However, late stages are related to an impairment of the contractile
machinery, and regardless of the ligand used, there is loss of tone, which is reversed
by NOS inhibitors.

Keywords: Sepsis 1. Vascular reactivity 2. ai-adrenergic receptors 3.
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1 INTRODUGAO

1.1 UM BREVE HISTORICO SOBRE A TEORIA DOS RECEPTORES

A ciéncia é construida ao longo do tempo por contribuicdo de inumeros
trabalhos. Isso fica evidente no conceito de receptores que temos hoje, o qual se
remete a séculos atras. A histéria dos receptores comega com os experimentos de
John Newton Langley na Inglaterra no ano de 1873, ao estudar as a¢des que diversas
drogas e venenos exerciam sobre os diferentes tecidos. Ainda, persistindo neste
contexto de pesquisa e apos mais de 30 anos de trabalho, Langley utiliza pela primeira
vez em seu artigo publicado em 1905, o termo “substéncia receptiva”, para descrever
as acdes que a nicotina e o curare exerciam sobre os musculos, considerando que
nas células, dois constituintes devem ser distinguidos, um relacionado com as fungdes
celulares e outro denominado “substéncia receptiva” (LANGLEY, 1905). Supds
também que a nicotina, o curare, a atropina, a pilocarpina, a estricnina e a maioria dos
outros alcaloides, bem como secrecoes internas, produzem seus efeitos combinando-
se com a substancia receptiva (LANGLEY, 1909).

Outro pesquisador importante na elucidacdo desse conceito foi o alemao Paul
Ehrlich, que ao desenvolver sua teoria sobre as cadeias laterais para a formacgao de
anticorpos, embasado na sua pesquisa sobre a coloragao das células - onde observou
que o processo de coloragado dependia da reagao do corante com algum componente
da célula (PRULL, 2003) - influenciou de maneira consideravel as ideias de Langley
(LANGLEY, 1909). Apesar de, na época a ideia sobre a existéncia de receptores ainda
ser filosofica, teorias sobre a interagcdo droga-receptor e conceitos da farmacologia
classica comegaram a surgir a partir de previsées matematicas. Em 1909, Archibald
Vivian seguindo a caracterizagao de Langley sobre os efeitos do curare e da nicotina
no musculo reto abdominal de sapo, infere uma relagdo entre a concentracdo de
nicotina e a resposta de equilibrio no musculo, avaliando o curso temporal das
respostas. Dessa forma, sugere que a nicotina e o curare estdo interagindo
guimicamente com algum constituinte do musculo (HILL, 1909). Os experimentos de
Hill serviram de base para o que mais tarde ficou conhecida como a equacéo de
equilibrio de Hill-Langmuir.

A teoria classica dos receptores evoluiu cronologicamente embasada em

estudos quantitativos. Alfred Joseph Clark iniciou a teoria sobre a ocupacgao dos
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receptores ao estudar o efeito da acetilcolina em tiras isoladas de ventriculo e musculo
reto abdominal de sapo na presenga do antagonista (atropina), utilizando
concentragdes crescentes de acetilcolina, e tragando curvas conhecidas como
logaritmicas de concentragéo-resposta. Clark fundamentou que a agéo da acetilcolina
€ proporcional ao grau de combinagdo com algum elemento do musculo, e que a
intensidade do efeito farmacologico € diretamente proporcional ao numero de
receptores ocupados pela substancia, correlacionando-se assim de maneira linear, a
resposta do tecido com a ocupagao dos receptores pela droga (CLARK, 1926b).
Nesse sentido, Clark previu um dos modelos mecanicistas mais simples de interacao
ligante-receptor, em que o receptor possui um unico local para a ligagao do ligante
(WEISS et al., 1996). Nesta mesma época Gaddum (1926), ao estudar os efeitos da
adrenalina em preparacoes isoladas de utero de coelho, assim como Clark, utilizou
curvas de respostas dependentes da concentracdo e mostrou o classico
deslocamento para a direita da curva do agonista na presenga do antagonista
competitivo (no caso, a ergotamina), concluindo que existia uma area no musculo que
a adrenalina deveria agir, e que uma fragdo desta area seria bloqueada pela
ergotamina, de forma que a concentragao de adrenalina na presencga de ergotamina
deveria ser aumentada para produzir o mesmo efeito (GADDUM, 1926). Outro
trabalho publicado por Clark nesse mesmo ano fez mencédo aos experimentos de
Gaddum e mostrou que o antagonismo entre a adrenalina e ergotamina segue um
curso semelhante ao antagonismo entre a atropina e a acetilcolina. Além disso Clark
concluiu que a atropina e a acetilcolina, pareciam estar ligadas a receptores diferentes
nas células cardiacas (CLARK, 1926a), embora mais tarde tenha se provado o
contrario.

As questdes referentes as interagdes ligante-receptor continuavam sem
respostas, principalmente quando se tratava de antagonista (eficacia nula). Diante
disso, Heinz, Otto e Schild em 1947, por meio de dados funcionais da resposta de
varios antagonistas de histamina e acetilcolina em ileo isolado de cobaia, expés uma
nova medida de antagonismo, designada de pA2 (constante de equilibrio para medir
a ligacdo de um antagonista), que pode ser usada para estimar as afinidades de
antagonistas (os conhecidos graficos de Schild). Além disso, sugeriu que quando o
mesmo antagonista antagoniza duas drogas distintas, o mecanismo envolvido pode
ser diferente (SCHILD, 1947).
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A compreensao dos mecanismos que faziam com que uma substancia fosse
biologicamente ativa tornou-se o centro das investigagbes. Nessa perspectiva,
Everhardus Jacobus Ariens, interpretou as interagées entre o farmaco e o receptor
como o comego de uma atividade bioldgica. Ainda, se propds a pensar nos conceitos
de “afinidade” e “atividade intrinseca”, no qual a afinidade determina o grau de
ocupacao do receptor, enquanto a atividade intrinseca representa a capacidade da
droga de contribuir para o efeito, uma vez que ela interage com o receptor. No entanto
Ariens ainda chegou a conclusdo de que o conceito de receptor era basicamente
operacional (ARIENS; SIMONIS, 1967). Posteriormente, uma revisao publicada por
Robert Francis Furchgott em 1955, ponderou que a suposi¢céo de Clark sobre uma
relagao linear entre a ocupagao do receptor e a resposta observada no tecido, ndo
explicaria 0 mecanismo de ag¢ao de varias drogas no musculo liso vascular, e atribuiu
essa falha a falta de conhecimento sobre a natureza dos receptores, com uma lacuna
de questdes a serem respondidas (FURCHGOTT,1955).

Na busca pela compreensado de respostas, Robert Stephenson em 1956,
levantou varias hipéteses acerca da interagao ligante-receptor e assim, introduziu o
termo “eficacia”’, que juntamente com a afinidade, determina a poténcia de um
agonista. Nestes aspectos, a "eficacia" difere da "atividade intrinseca" que, conforme
definido por Ariens, € diretamente proporcional a fragao de receptores ocupados pelo
agonista, enquanto para Stephenson, alguns agonistas totais podem produzir uma
resposta maxima de um tecido quando apenas uma fragdo pequena dos receptores €
ocupada. Ainda Ariens estabeleceu que compostos com uma baixa eficacia
(intermediario entre a resposta de um agonista total e antagonista), eram chamados
de “agonistas parciais”. No mais, Stephenson incluiu que a abordagem para estudar
a acao de drogas néo era universalmente popular entre farmacologistas, e alguns de
fato desprezavam as discussdes em termos de receptores (STEPHENSON, 1956).

Nesta mesma época, publicado em 1948 um conceito a respeito de receptores,
por Raymond Perry Ahlquist, sobre o efeito de diferentes aminas na presséo arterial
de gatos, caes e coelhos, bem como em preparagdes de tecidos isolados, descreveu
a existéncia de dois tipos de receptores, embasado na habilidade de respostas dessas
aminas em causar excitacdo ou inibicdo da célula efetora. O primeiro tipo de receptor
foi chamado de “receptor alfa” e o segundo tipo de “receptor beta” (AHLQUIST, 1948).
Cabe destacar que os experimentos de Ahlquist foram imprescindiveis para “trazer os

receptores a vida” e contribuiu de maneira significativa para o desenvolvimento de
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farmacos, principalmente com acido no sistema cardiovascular, muito utilizados na
clinica nos dias de hoje, sobre os quais sera discorrido em paginas posteriores.

Uma nova teoria foi apresentada em 1961 pelo farmacologista William
Drummond Macdonald Paton, embasada na taxa de combinagédo droga-receptor, e
nao na proporgao de receptores ocupados pela droga. Seus experimentos foram
testados em ileo isolado de cobaia, utilizando acetilcolina e histamina como agonistas,
hioscina, mepiramina e atropina como antagonistas e compostos alquil-trimetil aménio
como agonistas parciais (PATON, 1961). Apesar das diferengas entre as teorias
reportadas até entdo, todas elas apresentavam uma conclusdo em comum, a de que
a resposta em equilibrio provavelmente seria decorrente da concentragdo do
complexo agonista-receptor (MACKAY, 1966). Dessa forma, foi através das ideias e
experimentos desses pesquisadores e muitos outros ndo citados, que um vasto
campo foi aberto e que se teve a concepcio de receptor como estrutura funcional.
Mesmo muitos anos apds, permanecia a pergunta: o que se encontra entre a ativagao

do receptor e a resposta biolégica?

1.2 RECEPTORES NA ATIVAGAO DE VIAS INTRACELULARES

Os estudos sobre a interacédo ligante-receptor estavam vinculados a uma
perspectiva biofisica. Ariens, Furchgott, Clark, Stephenson, Schild, Gaddum e Paton
investigaram o conceito de receptores por um prisma tedrico e em termos de equacgdes
matematicas (RUBIN, 2007). O conceito de receptores como elementos sensoriais
(RODBELL, 1995), ou seja, sobre a capacidade da interagéo ligante-receptor ativar
uma via de transducao intracelular, teve base nos experimentos de Earl Wilbur
Sutherland Jr. e Theodore Rall no final da década de 50 e inicio da década de 60, com
a identificagdo de um composto chamado monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)
(GILMAN, 1989; RALL; SUTHERLAND, 1958; SUTHERLAND; RALL, 1958). Pouco
tempo depois, foi identificada a enzima responsavel pela formacdo do AMPc, a adenilil
ciclase (SUTHERLAND; RALL; MENON, 1962). Um novo e importante sistema
enzimatico havia sido revelado entre a ocupacéo do receptor e a resposta bioldgica o
que deu sequéncia a estudos sobre as vias de transducdo. Dessa forma,
experimentos realizados em 1965 comecaram a desvendar a via de transducio da

adrenalina em coracao isolado e perfundido de rato, sugerindo que a adrenalina agia
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primeiro no sistema da adenilil ciclase da membrana para aumentar a taxa de
formacao de AMPc, atuando como um segundo mensageiro para iniciar a resposta
inotrépica. Um detalhe importante foi a observagao de que quando o AMPc que nao
acessa o meio intracelular, era adicionado ao perfusato as respostas nao ocorriam
(ROBISON et al., 1965), o que sugeria um efeito no interior da célula. Em 1967, um
trabalho publicado por Sutherland, sugeriu que a enzima e o receptor B-adrenérgico
podiam ser a mesma coisa. Além disso, especulou que o receptor a-adrenérgico
também pode estar relacionado a adenilil ciclase, concluindo que os receptores
adrenérgicos a e 3 poderiam representar diferentes locais para a interagdo horménio-
enzima na molécula da adenilil ciclase (ROBISON; BUTCHER; SUTHERLAND, 1967).

A década de 1960 marca um grande avancgo, além de descobertas importantes
como a descricdo de um sistema enzimatico, a teoria dos receptores proposta por
Ahlquist segue o rumo terapéutico. Nessa perspectiva, em 1954 James Black
inspirado na leitura do capitulo de um livro-texto sobre a farmacologia adrenérgica
escrito por Ahlquist, desenvolveu o primeiro medicamento beta bloqueador, nomeado
propranolol e introduzido na clinica em 1965. Na época, James Black buscava um
medicamento que diminuiria a demanda miocardica de oxigénio para o tratamento de
angina. Black afirmou que o conceito de Ahlquist forneceu a base para o
desenvolvimento dos compostos beta bloqueadores (ROCKMAN; LEFKOWITZ,
2011).

Durante a década de 1970, alguns pontos da via de transducé&o de sinal
intracelular comecaram a emergir. Rudbel e colaboradores, observaram que os
nucleotideos de guanina mediavam a ativacdo da adenilil ciclase pelo glucagon
(RODBELL et al.,1971). Com base nos resultados obtidos, propuseram a existéncia
de um sistema constituido por um discriminador (receptor), que recebia as
informacgdes de fora da célula, um transdutor (dispositivo de acoplamento projetado
para permitir a comunicagao entre o discriminador e o amplificador), e um amplificador
(adenilil ciclase) que intensificaria os sinais do AMPc para iniciar as reagdes dentro da
célula. No entanto, o conceito de transdutor ainda requeria evidéncias quanto a sua
estrutura e fungao entre o receptor e a enzima (RODBELL, 1995; KRESGE; SIMONI;
HILL, 2006). Apesar de algumas das caracteristicas fundamentais do sistema de
receptor acoplado através de proteinas de ligagdo a guanosina trifosfato (GTP) terem
sido delineadas por Robdel, mais detalhes deste processo seriam revelados mais

tarde por Alfred Gilman, que purificou a primeira proteina G em células de linfoma. Em
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1976, Ross e Gilman purificaram uma proteina denominada como G estimulatéria (Gs;
para ligagao do GTP e estimulagédo da adenilil ciclase). Esses experimentos serviram
de base para a descoberta de varias familias de proteinas G. Assim, depois de
purificar a proteina Gs e identificar as trés subunidades que a compde, o laboratério
de Gilman passou a identificar e purificar uma segunda proteina G heterotrimérica,
chamada de Gi, a qual era capaz de inibir a adenilil ciclase (GILMAN, 1995). Todos
esses experimentos serviram de base para a descoberta de varias familias de
proteinas G e colaboraram na resolu¢do de um mistério de longa data sobre a
transducao de sinal intracelular, em que os receptores sdo capazes de detectar a
presenca de uma diversidade de moléculas fora da célula e iniciar uma variedade de
cascatas de sinalizagdo (LATORRACA; VENKATAKRISHNAN; DROR, 2016).

Ao encontro da descoberta da proteina G na transduc¢ao de sinal intracelular, a
via formada pela quebra de fosfatidilinositol vinha se mostrando importante. Um
trabalho publicado em 1975 ja relatava evidéncias que sugeriam que a ligagao entre
o receptor e a quebra de fosfatidilinositol ndo poderia ser uma simples questdo de
controle de uma enzima pelo receptor ativado (MICHELL, 1975). Anos mais tarde,
outro trabalho publicado em novembro de 1984 na revista Nature, relata que houve
um progresso no entendimento dos receptores que sao capazes de ativar um sinal
intracelular pela hidrélise do fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, em diacilglicerol e
trisfosfato de inositol como parte de um mecanismo de transdug¢do de sinal com a
finalidade de controlar uma variedade de processos celulares, no qual o diacilglicerol
ativa a proteina quinase C, enquanto que o inositol trisfosfato € liberado no citoplasma
para atuar como um segundo mensageiro para a mobilizagdo do calcio intracelular
(BERRIDGE; IRVINE, 1984). No entanto, a natureza da proteina G que estava
ativando a fosfolipase C (PLC) continuou desconhecida ao longo da década de 1990
(ABDEL-LATIF, 1989).

A arquitetura estrutural dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs)
comecgou a ser elucidada ainda na década de 1980, por dois laboratérios distintos,
sendo um deles o de Ovchinnikov, na antiga Uni&o Soviética, e o de Hargrave, nos
Estados Unidos. Ambos os grupos de pesquisa realizaram estudos com a rodopsina
bovina (receptor ativado por fétons de luz), identificaram a sequéncia completa de
aminoacidos que compde a estrutura do receptor, com destaque para o fato de que o
mesmo era composto por sete dominios transmembranares (7TMs), ligados atraves

de uma conformagao helicoidal (COSTANZI et al., 2009), também conhecido como
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“receptores serpentina” (HARIHARAN; NAIR; SAINI, 2013). Hoje é conhecido que,
além de 7TMs hidrofébicos e de segmentos a-helicoidais separados por uma alga
intracelular e extracelular alternadas, esses receptores possuem também locais para
regulacéo da fosforilagdo em dominios citoplasmaticos e sequéncias para glicosilagéo
no aminoacido terminal (ROSENBAUM; RASMUSSEN; KOBILKA, 2009).

Pesquisas sobre a estrutura, regulacao, distribuigdo celular e propriedades de
sinalizagdo da familia dos GPCRs continuaram em rapido progresso na década de
1990 (MILLIGAN, 1998), e as pegas do quebra-cabega das vias de transdugéo
comegaram a se encaixar. Um trabalho publicado em 1992 mostrou a participacao da
subnidade alfa Gq da proteina G na regulagao da atividade da PLC, e na mobilizagao
de calcio intracelular através de ativagdo pelo ligante (STERNWEIS; SMRCKA;
GUTOWSKI, 1992). Um trabalho de revisdo, publicado em 1993, descreveu os
respectivos caminhos da proteina G e amplificagdo do sinal (SCHWINN, 1993), e
permite compreender de forma bastante precisa o quanto ja era conhecido até aquele
momento. Em 1994, o Prémio Nobel de medicina e fisiologia foi concedido a Martin
Rodbell e Alfred G. Gillman, pela descoberta das proteinas G heterotriméricas, o que
por conseguinte iniciou um novo capitulo na teoria dos receptores e vias de
transducdo. Esse novo capitulo € continuado nos anos 2000, com a obtencao de
consideraveis avancos em termos de receptores, como o trabalho publicado por
Palczewski e colaboradores na revista Science, em que mostrou a primeira estrutura
cristalina de raios-X de alta resolugcdo dos GPCRs, fornecendo importantes
particularidades estruturais (PALCZEWSKI et al., 2000). Ademais, Lefkowitz, no ano
2000, publicou um trabalho ressaltando que a abordagem para o estudo dos
receptores que se tem hoje, seria inimaginavel para os cientistas que um século antes,
introduziram a ideia de receptores (LEFKOWITZ, 2000). Sete anos depois, a
elucidacao da estrutura cristalina de alta resolugéo do receptor 2 adrenérgico humano
acoplado a proteina G foi determinada pelo grupo de Brian Kobilka (RASMUSSEN et
al., 2007). Em 2012, Robert Lefkovitz e Brian Kobilka foram agraciados com o prémio
Nobel, pela elucidagao da estrutura do receptor 3 adrenérgico, através de técnicas de
ligacdo com radioligantes, solubilizagdo, purificacdo e reconstituicdo de quatro
receptores adrenérgicos conhecidos na época (para revisdo sobre o tema ver
LEFKOWITZ, 2013).

Por linhas histoéricas, ao contrario do que se pensava no passado, foi mostrado

que os receptores sdo mais do que “entidades hipotéticas” ou um “conceito abstrato”
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como descrito por Ahlquist em 1948. Assim, desde que Langley utilizou pela primeira
vez a palavra substancia receptiva em 1905, até os dias de hoje, 116 anos se
passaram e um vasto caminho de novos conhecimentos e um agregado de
descobertas foram e continuam sendo construidos. A seguir, o texto sera limitado para
um tipo de receptor em especial - 0s receptores adrenérgicos - objeto de estudo deste

trabalho.

1.3 RECEPTORES ADRENERGICOS

Os receptores adrenérgicos s&o membros da grande familia de GPCRs. Eles
foram reconhecidos como membros desta familia desde o primeiro clone do receptor
B2-adrenérgico, quando foi revelado que o receptor apresentava sete dominios
transmembranares (7TM) como a rodopsina (DIXON et al., 1986). Assim, com a
primeira sequéncia clonada de um GPCR (receptor PBz-adrenérgico), foi possivel
observar todas as caracteristicas agora vistas como candnicas para a familia
conhecida por 7TM (LEFKOWITZ, 2013). Em 1967, Lands e colaboradores, com base
na resposta tecidual de diferentes aminas simpaticomiméticas, identificaram que a
populacao de receptores 3 pode ser dividida em dois grupos distintos, 1 (encontrado
no coragéo, tecido adiposo e intestino delgado), e B2 (encontrado no utero, diafragma,
bronquiolos e leito vascular) (LANDS; LUDUENA; BUZZO, 1967). Durante a década
de 1970, quatro subtipos de receptores adrenérgicos ja eram conhecidos: a1 € az, B1
e B2 (SCHWINN, 1993). Em 1986, Morrow e Creese, por meio de estudos com
radioligantes, marcaram os receptores ai-adrenérgicos no sistema nervoso central de
ratos, mostrando que este constitui um grupo diverso de receptores, denominando-os
de a1A e a1B” (MORROW; CREESE, 1986). Mais tarde, um trabalho publicado em
1991, mostrou a existéncia de um terceiro subtipo de receptor alfa chamado de a1p,
que foi descoberto através de um clone de cDNA que codifica uma proteina de 560
aminoacidos, correspondente a topologia dos GPCRs de ligagado ao nucleotideo de
guanina (PEREZ; PIASCIK; GRAHAM, 1991). Nos ultimos anos ficou bem claro que
os receptores adrenérgicos constituem uma familia heterogénea de receptores,
através da identificagcdo de genes que codificam nove subtipos diferentes de
receptores, sendo trés B (B1, B2, Bs3), trés a1 (a1a, aie € aip), e trés subtipos de
receptores az (aza, azs e azc) (COTECCHIA; STANASILA; DIVIANI, 2012). Para mais
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detalhes, ver revisbes recentes (AKINAGA; GARCIA-SAINZ; PUPPO, 2019;
(DOCHERTY, 2019).

Embora o sistema vascular expresse os trés subtipos de receptores a1, ha
predominancia de subtipos especificos em diferentes artérias (AKINAGA; GARCIA-
SAINZ; PUPPO, 2019; DALY et al., 2002). Estudos utilizando camundongos knockout
para o receptor aia, mostram que eles sao expressos em artérias de resisténcia, e séo
necessarios para a regulacdo e manutengdo da pressédo arterial (ROKOSH;
SIMPSON, 2002), além de serem expressos nas artérias renal (HROMETZ et al.,
1999) e caudal (LACHNIT et al., 1997; FLACCO et al., 2013), no caso de roedores.
Uma publicagao do grupo de pesquisa de Daly et al., (2002), utilizando camundongos
knockout para o subtipo de receptor ais, indicou que esses receptores apresentam
menor participagdo na vasoconstricdo quando avaliada a resposta funcional a
fenilefrina em artérias como aorta, carétida, caudal e ramos de artéria mesentérica de
primeira ordem. No entanto, apesar do papel menor na vasoconstri¢ao, tais receptores
sdo acoplados a varios processos metabalicos e celulares (ZUSCIK et al., 2001). Um
outro subtipo de receptor importante € o aip, expresso predominante em artérias como
a aorta, iliacas, mesentéricas superiores e pulmonares (PIASCIK et al., 1995;
HUSSAIN; MARSHALL, 1997). Um estudo conduzido por Rudner et al., (1999),
mostrou que em artérias humanas o subtipo aip é encontrado na aorta, e artérias
omentais, pulmonares e femoral. Foi demonstrado também que a ativagao do receptor
a1p leva a uma vasoconstricao persistente e um decaimento lento apds a remocgao do
agonista, evitando mudangas bruscas no calibre dos vasos, ao contrario dos
receptores aia, que sao necessarios para respostas rapidas e de curta duragao,
permitindo um ajuste fino do ténus contratil (FLACCO et al., 2013). Embora seja
mostrada a coexpressao dos trés subtipos de receptores, na camada do musculo liso
vascular, ainda nao é claro por que o tecido muscular expressaria os trés subtipos de
receptores, sendo que todos poderiam potencialmente ativar a contragdo (HROMETZ
et al., 1999). Dessa forma, o significado funcional da heterogeneidade dos receptores
a1, bem como sua relevancia fisioldgica, permanece em grande parte desconhecida
(TANOUE et al., 2002).

Os receptores a1, além de serem expressos na superficie da célula, sao
encontrados também em compartimentos intracelulares (HROMETZ et al., 1999).
Corroborando com essas descobertas, foi mostrado através de técnicas de

imunocitoquimica, que o subtipo aip também ¢€é encontrado expresso em
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compartimentos intracelulares em células musculares lisas de aorta humana
(GARCIA-CAZARIN et al., 2008). No mais, um trabalho recente mostrou que os
receptores adrenérgicos a1 também s&o encontrados na membrana nuclear,
permitindo a estimulagdo de diversas vias de sinalizagdo, sendo que sua ativagao
pode estar envolvida em mecanismos que causam hipertrofia cardiaca, condicao
majoritariamente atribuida aos receptores de angiotensina (DAHL et al., 2018).
Como ja demonstrado por diversos pesquisadores, conforme discorrido acima,
receptores sao capazes de ativar cascatas intracelulares que culminam em respostas
teciduais. A elucidagao desses mecanismos tem sido de interesse da ciéncia ha anos.
Um exemplo disso é o trabalho intitulado “Adrenoceptors as models for G protein-
coupled receptors: structure, function and regulation”, publicado no ano de 1993, que
ja ilustrava a via de transducdo dos receptores adrenérgicos, fazendo algumas
observagodes interessantes vistas de grande importancia e de forma muito clara nos
dias atuais, dentre as quais podemos destacar i) “curiosamente os receptores a1
adrenérgicos ativam um caminho diferente dos receptores a2”; ii) “a ativagdo dos
receptores a1 adrenérgicos por agonistas, permite o acoplamento do receptor com a
recém descrita proteina G (Gq)” (SCHWINN, 1993). De fato, quando esses receptores
sao estimulados por agonistas, ocorre a ativagao da proteina G (Gq/11) € isso resulta
no estimulo de vias intracelulares, sendo uma das principais vias ativadas a da
fosfolipase C que hidrolisa as moléculas de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2)
presentes na membrana plasmatica, resultando na produgdo de dois segundos
mensageiros: o diacilglicerol (DAG) e o trisfosfato de inositol (IP3). O IPs € uma
molécula soluvel que se difunde no meio intracelular interagindo com receptores
especificos no reticulo endoplasmatico, atuando na liberagdo de calcio para o meio
intracelular. Junto a via de contracdo, uma via de manutencdo da contracdo é
necessaria, uma vez que a concentracao de calcio no meio intracelular é transitéria e
a resposta contratil € entdo mantida por um mecanismo de sensibilizacdo ao calcio,
garantido pela inibicdo da miosina fosfatase, pela enzima Rho-cinase, que por sua vez
€ ativada pela pequena GTPase Rho-A. A natureza precisa da ativagdo da Rho-A pelo
GPCR néo ¢ inteiramente clara, mas envolve um fator de troca de nucleotideos de
guanina (RhoGEF) e migracdo de Rho-A para a membrana plasmatica. Apds a
ativagao, a Rho-A aumenta a atividade da cinase Rho, levando a inibicdo da miosina
fosfatase, assim impedindo o relaxamento, uma vez que a cadeia leve da miosina nao

pode ser defosforilada. Dessa forma, a via Rho-A/Rho-cinase contribui para o
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processo de manutencao da contracdo do musculo liso vascular (para detalhes ver
HILGERS; WEBB, 2005).

Novos conceitos sugerem que os receptores adrenérgicos estao sujeitos a uma
ampla variedade de controle e influéncias, resultando na regulagao dinamica dos sitios
receptores e sua sensibilidade as catecolaminas. Ademais, com o maior entendimento
acerca das interacbes ligante-receptor, a ideia de receptores como um sistema
estatico, de estruturas rigidas, fixas e inflexiveis, operando de forma linear foi
desconstruida, mostrando-se que os receptores sao estruturalmente plasticos,
flexiveis e dinamicos no espago e tempo (FLORDELLIS, 2012). Esses novos
conceitos tém sido explorados e aplicados aos receptores adrenérgicos, revelando
que a sinalizagdo adrenérgica envolve mecanismos intracelulares complexos
(LOHSE, HOFMANN, 2015). Embora muito se tenha investigado sobre os GPCRs,
acreditava-se que eles poderiam ter diferentes eficacias, mas que cada agonista
ativaria um conjunto semelhante de proteinas de sinalizagdo, uma vez que era
preconizado que todos os agonistas ativariam um unico estado ativo de conformagéo
do receptor, e se pensava que apenas a for¢ca do sinal transmitido determinaria a
magnitude da eficacia observada (KENAKIN; CHRISTOPOULOS, 2013). Atualmente,
€ claro que os GPCRs apresentam varias conformacdes, as quais permitem o
acoplamento com um ou mais sistemas efetores (GESTY-PALMER; LUTTRELL,
2011). Dessa forma, diferentes agonistas podem estabilizar diferentes estados ativos
de receptores, podendo levar a um viés de sinalizagdo no qual algumas vias de
sinalizacao citosodlicas sao ativadas preferencialmente (KENAKIN; MORGAN, 1989).
Assim, tornou possivel o entendimento que, um ligante pode ativar ou inibir apenas
um subconjunto dos sinais (GESTY-PALMER; LUTTRELL, 2011). Qualquer um dos
trés componentes de um complexo ternario, o ligante, receptor e/ou o transdutor
podem contribuir para o viés de resposta (SMITH; LEFKOWITZ; RAJAGOPAL, 2018)
e os ligantes podem influenciar seletivamente alguns comportamentos do receptor e
nao outros (KENAKYN, 2002).

Estudos de comportamentos de drogas indicam que algumas moléculas podem
induzir alguns desses efeitos enviesados, mas outras néo, e que ocasionalmente um
farmacol/ligante pode alterar o comportamento do receptor. Um trabalho publicado por
Kohout et al., (2004), mostrou que mesmo distintos ligantes endégenos que atuam no
mesmo receptor podem apresentar seletividade funcional para ajustar a sinalizagéo.

Ampliando esse conceito, um trabalho liderado por Reiner et al., (2010), sugere que o
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viés de sinalizagao também existe para os agonistas endégenos de receptores [32
adrenérgicos (B2-ARs).

Esse novo conceito é aplicavel para os receptores adrenérgicos, conforme
trabalhos recentes vém ilustrando. Além disso, ja foi mostrado que varios GPCRs, tal
como os receptores B2-ARs, iniciam a sinalizagado a partir de mais um local subcelular
(IRANNEJAD et al., 2013). Por exemplo, o aumento do ténus adrenérgico resultante
do estresse cardiovascular leva ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, em
parte, através da estimulagdo crénica de receptores adrenérgicos 1 (1-ARs) nos
midcitos cardiacos, sugerindo que a ativagao dos [31-ARs contribui para a ativagao de
vias hipertroficas que podem ser ativadas pela noradrenalina com implicacdes para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes com -bloqueadores (NASH et al., 2019).

E evidenciado que os receptores adrenérgicos s&o altamente homologos,
enquanto ao mesmo tempo, exibem afinidade por uma grande diversidade de ligantes
e interagem com diferentes proteinas G, de forma que a compreensdao dessa
diversidade pode ser a chave para o desenvolvimento de medicamentos seletivos
(MICHELOTTI; PRICE; SCHWINN, 2000).

E conhecido que a interagéo ligante-receptor a1-adrenérgico é essencial para a
homeostase, controlando uma pluralidade de efeitos fisioldgicos extremamente
importantes. Dessa forma, drogas que tenham como alvo os receptores adrenérgicos
sdo alguns dos agentes terapéuticos mais utilizados na clinica (MICHELOTTI, PRICE,
SCHWINN, 2000). Por conseguinte, drogas que mimetizam (agonistas), s&o
amplamente utilizadas para reverter quadros de hipotensao e choque, o que sera

discorrido nas paginas seguintes.
1.4 VELHOS CONHECIDOS DA MEDICINA: A SEPSE E O CHOQUE SEPTICO

A sepse é uma patologia complexa e grave que acompanha a humanidade ha
séculos, desafiando médicos e cientistas. Sua definicdo foi revisitada na terceira
conferéncia de consenso realizada em 2016, sendo redefinida como “uma disfuncao
organica potencialmente fatal causada por uma resposta imune desregulada a uma
infeccdo”. O choque séptico por sua vez, ficou definido como “um subconjunto de
sepse no qual as anormalidades subjacentes do metabolismo circulatério e celular sdo
profundas o suficiente para aumentar a mortalidade”, e nesse caso ocorre hipotensao

refrataria a reposi¢cao volémica sendo necessario a utilizagdo de vasoconstritor para
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manter uma pressao arterial média acima de 65 mmHg (SINGER; DEUTSCHMAN,;
SEYMOUR, 2016).

Apesar de ser descrita ha séculos, a sepse seguida do choque séptico € uma
das principais causas de morte em adultos em unidades de terapia intensiva (UTI)
(BERG; GERLACH, 2018). Além disso, o combate a sepse se faz mais urgente do que
nunca, uma vez que no ano de 2019 o mundo foi acometido pela pandemia causada
pelo virus SARS-CoV-2 e sua doenga associada COVID-19, sendo a principal causa
de morte a insuficiéncia respiratéria e inicio de sepse (LOPEZ-COLLAZO et al., 2020).
Um trabalho publicado por Zhou et al., (2020), demonstrou que a sepse foi uma
complicagdo comum entre os pacientes com COVID-19, no qual, mais da metade dos
pacientes avaliados progrediram para um quadro séptico. Ainda, de acordo com dados
do site da Global Sepsis Alliance (2020), a sepse é a via comum para a morte da
maioria das doencas infecciosas, incluindo as virais, como a COVID-19.

Além do mais, em 2017 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), declarou a
sepse como uma doenga de prioridade global a saude, necessitando de atencgéo
especial devido a sua alta prevaléncia e mortalidade em todo o mundo (REINHART et
al., 2017). Corroborando com esses dados, um estudo conduzido no Brasil com a
participacéo de cerca de 30% dos leitos de UTI adulto do pais, com dados de 190.999
pacientes hospitalizados, entre 2010 e 2016, em 638 UTIs de 349 hospitais publicos
e privados que faziam parte do projeto UTls brasileiras, mostrou um aumento
progressivo do numero de casos de sepse nas UTls brasileiras de 19,4% do total de
internagdes em 2010 para 25,2% em 2016, apesar de uma reducédo nas taxas de
mortalidade de 39% em 2010, para 30% em 2016 (LOBO; REZENDE; MENDES,
2019). Cabe destacar que, em relagdo aos custos para admissdes e readmissdes
hospitalares, comparado com as quatro principais doengcas monitoradas pelo
Programa de Redug¢do de Readmissao Hospitalar (infarto agudo do miocardio,
insuficiéncia cardiaca congestiva, pneumonia e doenga pulmonar obstrutiva crénica),
a sepse continua sendo a condigdo mais onerosa (DANNA, 2018).

Publicagdes recentes destacam um melhor entendimento da fisiopatologia da
sepse, a qual envolve multiplos aspectos de interagcdo entre os microrganismos
infectantes e o hospedeiro (SALOMAO; FERREIRA; SALOMAO, 2019), com mdltiplas
cascatas sobrepostas, podendo progredir de uma infecgdo localizada para uma
inflamacéao sistémica, e por fim culminar em quadro de choque séptico, no qual o

sistema cardiovascular € gravemente comprometido (GOTTS; MATTHAY, 2016).
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Uma condi¢cao importante na faléncia cardiovascular observada na sepse ¢é a
vasoplegia (resisténcia vascular sisttmica (RVS) baixa, que se manifesta como
hipotensao profunda), um fenbmeno complexo centrado na reatividade vascular e que
apresenta multiplos mecanismos, que podem contribuir para o dano vascular (UKOR;
WALLEY, 2019). Isto posto, a linha de conhecimento que se tem hoje, acerca da
vasoplegia na sepse, compreende a participagdo de alguns mediadores, como por
exemplo o 6xido nitrico (NO), que de forma breve sera discorrido abaixo.

A produgao de NO acontece a partir do aminoacido L-arginina através de um
conjunto de enzimas conhecidas como Oxido nitrico sintases (NOS)
(FORSTERMANN; KLEINERT, 1995). Existem trés subtipos de NOS: a endotelial
(eNOS), neuronal (nNOS) e induzida (iINOS) (para mais detalhes ver revisdo de
ALDERTON et al., 2001). A estrutura molecular, enzimologia e farmacologia dessas
enzimas por meio de novas abordagens experimentais, revelou a importancia das
NOS em diversos campos, como, na biologia neuronal, renal, pulmonar,
gastrointestinal, do musculo esquelético, reprodutiva e cardiovascular (para reviséo
sobre o assunto ver MUNGREE et al., 2003).

O NO é uma pequena molécula sinalizadora que embora seja quimicamente
simples, pode atuar de maneira bastante especifica, sendo capaz de controlar uma
diversidade de fungdes, dentre elas o controle do ténus vascular. A sua importancia
na regulagdo do ténus vascular € reconhecida desde sua a descoberta ha trés
décadas (VANE, 1994), sendo demonstrado que a formagado de NO pelo endotélio
desempenha um papel na regulagdo da presséao arterial e na agao hipotensora da
acetilcolina (REES; PALMER; MONCADA, 1989). Além disso, um trabalho publicado
por Vallance, Collier e moncada (1989), demonstra o papel regulador do NO no fluxo
sanguineo basal de humanos, em que a inibicdo das NOS com L-NAME em artérias
braquiais, foi capaz de provocar uma reducgao de 50% no fluxo sanguineo basal, além
de atenuar a resposta vasodilatadora para a acetilcolina.

A maioria dos especialistas concordam que o NO €& uma molécula de
cardioprotecdo potente e eficaz (STRIUDOM; CHAMANE; LOCHNER, 2009). No
entanto, ha um equilibrio delicado entre suas fungdes fisiolégicas (como seu papel na
resposta a infec¢ao) até sua produgao exagerada levando a disfung¢ao cardiovascular
(LAMBDEN, 2019). Conhecer essa medida pode ser uma chave importante para o
melhor entendimento da modulacdo deste mediador na sepse. Esse equilibrio fica

evidente em um estudo, no qual se realizou a administracédo intravenosa do inibidor
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nao seletivo das NOS (546C88) em pacientes com sepse, mostrando que a sua
inibicio colaborou com um aumento da mortalidade (LOPEZ; LORENTE;
STEINGRUB, 2004). E observado que a sua participacdo na sepse é descrita na
literatura desde 1990, onde ja era demonstrada a utilidade de inibidores das NOS na
reversao do choque endotoxico em caes (KILBOURN et al., 1990). Esses estudos se
estendem até os dias atuais, no qual tem se buscado melhor compreenséo deste
mediador na sepse.

Outro caminho que contribui para a vasoplegia, é a regulagdo negativa de
receptores para vasoconstritores (receptores de angiotensina, receptores
adrenérgicos e receptores de vasopressina) como demonstrado em condi¢gdes de
endotoxemia experimental in vivo e in vitro, contribuindo para a hiporresponsividade
(BUCHER, 2004). Nesta perspectiva um trabalho publicado por Kato e Pinsky (2015),
ressalta que durante o choque séptico a hiporresponsividade adrenérgica ocorre
devido a internalizacdo de receptores adrenérgicos e a liberacdo de fatores
inflamatdrios. Dessa forma, a combinacdo da hipotensdo sistémica associada a
vasoplegia contribui para a redistribuicdo do fluxo sanguineo limitando a perfuséo de

orgaos vitais.
1.5 CONSIDERACOES CLINICAS E CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA

E importante frisar que o tratamento da sepse ao longo dos anos, apesar de
décadas de pesquisa, € baseado em cuidados de suporte que se traduzem no uso de
antibidticos, fluidos intravenosos e vasopressores. Rivers et al., (2001), iniciou uma
nova abordagem no gerenciamento do tratamento da sepse e do choque séptico, com
a adocao de medidas especificas direcionadas a objetivos especificos. Apds sua
publicagao, varios estudos adicionais ajudaram a validar uma abordagem protocolada
para o manejo clinico da sepse, levando finalmente a sua incorporagéo as diretrizes
da “Campanha Sobrevivendo a Sepse” (WEISBERG; PARK; CHERRY-BUKOWIEC,
2018). Em consonancia com as diretrizes para o gerenciamento da sepse e choque
séptico em sua versdo mais atual, publicada em 2017, o qual tem por objetivo guiar o
clinico para a melhor tomada de decisbes no manejo da sepse, estas sdo embasadas
na metodologia GRADE (classificagdo de andlise de recomendagdes,

desenvolvimento e avaliacdo) com a finalidade de avaliar a qualidade de evidéncia
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(pesquisa cientifica) para determinada intervengao, e assim formular recomendagdes
(fortes ou fracas).

Por exemplo, em relacdo ao suporte hemodindmico, recomenda-se a
administracao de cristaloides como o fluido de escolha para ressuscitagdo inicial e
subsequente reposi¢ao do volume intravascular em pacientes com sepse e choque
séptico (qualidade de evidéncia moderada, recomendagao forte). Ainda caso a
hipotensdo n&o seja revertida, € indicada a utilizagdo de vasoconstritores. A
noradrenalina € recomendada como vasopressor de primeira escolha (qualidade de
evidéncia moderada, recomendacao forte). Também é recomendada a adi¢cao de
vasopressina (moderada qualidade de evidéncia, recomendacgao fraca) ou adrenalina
(qualidade baixa de evidéncia, fraca recomendac&o). E sugerido o uso de dopamina
como alternativa de vasopressor a noradrenalina (NE) apenas em casos especificos,
como pacientes com baixo risco de taquiarritmias e bradicardia (qualidade baixa de
evidéncia, fraca recomendagao). Em relagao a fenilefrina, os resultados clinicos sédo
incertos e 0 seu uso deve ser limitado até que se tenha mais pesquisas (RHODES;
EVANS; ALHAZZANI, 2017). Cabe destacar que, apesar de inotrépicos e
vasopressores serem utilizados ha muito tempo, o grau de evidéncia para a sua
utilizagcado ainda é moderada. De forma relevante inclusive no que tange a natureza
deste estudo, muitos pacientes apresentam-se hiporresponsivos a terapia
vasoconstritora e esse recurso terapéutico muitas vezes se torna falho na tentativa de
restaurar a pressao arterial.

Artigos recentes confirmaram a importancia da questao temporal no tratamento
da sepse, considerado um fator prognoéstico para os pacientes. Por exemplo, um
estudo avaliando 101 pacientes admitidos no departamento de emergéncia com
diagnostico de choque séptico no periodo de janeiro de 2017 a dezembro de 2018,
randomizado para a utilizagdo de NE simultaneamente com fluidos intravenosos
(grupo inicial) ou apés falha na reposicéo volémica (grupo tardio), mostrou que o grupo
inicial teve uma taxa de sobrevivéncia de 71,9% em comparagado com 45,5% no grupo
tardio, concluindo que a NE precoce no tratamento do choque séptico pode causar
restauracao mais precoce da pressao arterial, melhor depuracao de lactato e melhorar
a qualidade de vida e sobrevivéncia hospitalar (ELBOUHY et al., 2019). Outro ensaio
clinico realizado nesse mesmo ano de forma randomizada e duplo-cego com a
participacdo de 310 adultos com sepse acompanhada de hipotensdo, em que os

pacientes foram divididos aleatoriamente em dois grupos: NE inicial (n = 155) e
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tratamento padrao (n = 155), concluindo que a administragao precoce de NE resultou
em uma maior taxa de controle comparado ao tratamento padrao (76,1% vs 48,4%,
respectivamente) (PERMPIKUL et al., 2019). Entre os pacientes com choque séptico
em hospitais americanos afetados pela escassez de NE em 2011, o vasopressor
alternativo mais comumente administrado foi a fenilefrina. Os pacientes internados
nesses hospitais durante os periodos de escassez apresentaram maior taxa de
mortalidade hospitalar (VAIL et al., 2017). Embora haja evidéncias crescentes que o
uso da NE durante as condigbes sépticas € benéfico e ndo prejudicial, os dados
clinicos disponiveis ainda sdo muito limitados. Evidéncias recentes sugerem a eficacia
de administracdo da NE durante a ressuscitacao, no entanto, dados prospectivos para
apoiar esta afirmagao sédo escassos (PERMPIKUL et al., 2019).

Portanto, apds ser explanado sobre os receptores a-adrenérgicos e tendo a
sepse como assunto principal, € possivel fazer algumas consideragdes, sobre a sua
problematica nos dias de hoje: i) O cenario atual da sepse demonstra que os
mecanismos da disfungcdo vascular aos vasoconstritores, permanecem
incompreendidos (BURGDORFF; BUCHER; SCHUMANN, 2018); ii) Embora ja se
tenha a elucidacao de vias de transducido e um entendimento maior sobre a interacéo
ligante-receptor adrenérgico, ha muito a ser explorado tanto na fisiologia como em
condigdes patoldgicas; iii) O receptor adrenérgico até entdo alocado em um ambiente
celular fisiologico € exposto a uma condicdo patoldgica (sepse); iv) Fazendo uma
analise critica sobre o tratamento hemodinamico da sepse em que € necessario
manter a pressao arterial do paciente, ao avaliar os “guidelines” sao utilizados
vasoconstritores, diferindo apenas na ordem de escolha “encaixando” um tratamento
que muitas vezes nao é eficaz nesta condicdo, mas que no momento sao 0s unicos
recursos terapéuticos disponiveis, visto que ndo ha nenhuma nova molécula inserida
na terapéutica que tenha como alvo algumas das principais vias fisiopatologicas
(LAMBDEN et al., 2018).

Dessa forma, tendo em vista o atual cenario clinico da sepse no qual é
demonstrado que o0s mecanismos patologicos da disfungdo vascular e da
hiporresponsividade vascular aos vasoconstritores, permanecem incompreendidos,
buscamos neste trabalho entender o comportamento dos a1-ARs nesta condicédo, uma
vez que sao o0s principais recursos de tratamento, considerando que a melhor
compreensao da transicdo do comportamento dos ai1-ARs de um ambiente celular

fisiolégico para o patolégico, bem como o entendimento de como a interagao ligante-
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receptor modula trajetos de vias intracelulares, pode ser uma luz no fim do tunel para
o desenvolvimento de ligantes com melhor eficacia para o tratamento da vasoplegia e
hipotensdo na sepse.

Dito isso, a hipotese que percorremos neste trabalho foi de que a via de
transducdo mediada pelos agonistas fenilefrina e noradrenalina apresenta uma
modulagao diferencial para mediadores intracelulares, tais como o 6xido nitrico e o

calcio, afetando a capacidade dos vasos em aumentar o tbnus vascular.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Explorar o envolvimento de mediadores intracelulares, tais como o calcio e o 6xido

nitrico, na responsividade vascular da aorta aos vasoconstritores fenilefrina e

noradrenalina, em condig¢des fisioldgicas e de sepse.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

f)

¢)]

h)

Avaliar os indicadores hematologicos, nos animais submetidos a CLP em dois
tempos pos CLP 6 h e 18 h;

Investigar o perfil de responsividade vascular dos vasoconstritores fenilefrina e
noradrenalina e da contratilidade direta da maquinaria contratil com o CaClz
nos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h;

Detectar alteragdes na densidade dos receptores ai-adrenérgicos na aorta de
animais sépticos nos tempos 6 e 18 h apés a CLP, em comparacdo com o
controle (naive);

Avaliar o efeito do bloqueio das 6xido nitrico sintases (NOS), na responsividade
vascular da fenilefrina, noradrenalina e CaClz nos animais controle e
submetidos a CLP 6 h e 18 h;

Avaliar a influéncia de doador exdégeno de NO, nitroprussiato de sédio (NPS)
na contratilidade vascular induzida por fenilefrina e noradrenalina em aorta de
animais controle;

Avaliar o delta de resposta da segunda onda de contragao para a fenilefrina e
noradrenalina, apds as classicas curvas de resposta dependentes da
concentracdo em animais controle e submetidos a CLP 6 e 18 h;

Avaliar a mobilizagao de calcio intracelular e extracelular induzida por fenilefrina
e noradrenalina nos grupos controle e sépticos, 6 € 18 h apds a CLP;
Investigar a participagdo da via de sensibilizagdo ao calcio na contratilidade
vascular induzida por fenilefrina e noradrenalina nos grupos controle e sépticos;
Determinar a participagao da entrada de calcio do meio extracelular sobre a
contratilidade vascular induzida por fenilefrina e noradrenalina nos grupos

controle e sépticos;
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j) Avaliar a participacado da via Rho-A/Rho-cinase e a entrada de calcio do meio

extracelular sobre a segunda onda de contragao apds as curvas de respostas

dependentes da concentragao nos grupos controle e sépticos;

k) Avaliar o efeito do bloqueio da entrada de calcio e do 6xido nitrico durante a

contragao induzida por fenilefrina e noradrenalina em anéis de aorta dos grupos
controle e sépticos;
Investigar os mecanismos envolvidos no efeito bifasico induzido pela

noradrenalina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para a realizagao deste estudo, utilizamos ratos da espécie Rattus norvegicus,
linhagem Wistar, de 3 a 4 meses, provenientes do biotério central da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) sob aprovagdo da comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFSC (Protocolos n° 6327180718 e 4213170718). Os animais ficaram
alocados em gaiolas ventiladas no biotério setorial do departamento de Farmacologia,
com ocupacgao de no maximo 5 animais por caixa e foram mantidos em ambiente
climatizado (21 + 2 °C) com luminosidade controlada automaticamente (ciclo
claro/escuro de 12/12 horas). Os animais receberam agua e ragao ad libitum e foram
ambientados por um periodo de sete dias antes da realizacdo dos protocolos

experimentais.

3.2 COMPOSTOS E REAGENTES UTILIZADOS

Para a execucao dos protocolos experimentais foram utilizadas os compostos
e sais incluidos nos itens abaixo.

i) Anestésicos e analgésicos: isoflurano (Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil),

cloridrato de xilazina 2% (VetBrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil); cloridrato de
cetamina 10% (Syntec, Cotia, S&o Paulo, Brasil); cloridrato de lidocaina e
cloridrato de tramadol 5% (Cristalia, Itapira, S&do Paulo, Brasil).

ii) Solucdes e sais: cloreto de soédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), sulfato de

magnésio (MgSOa), dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4), bicarbonato de
sédio (NaHCOs), D-glucose, EDTA (acido etileno diamino tetra-acético),
cloreto de calcio (CaClz) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Estados Unidos).

iii) Compostos utilizadas em banho de érgéos: cloridrato de fenilefrina, L (-)
bitartarato de noradrenalina, N-w-Nitro-L-Arginina Metil Ester (L-NAME), N-

([3-(Aminometil) - benzil] acetamidina 1400W, cloridrato de acetilcolina,

nicardipina, corticosterona, tetraetilamonio, glibenclamida, 4-aminopiridina (4-
AP) TRAM-34, tetraetilamonio (TEA) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Estados

Unidos), S-metil L tiocitrulina (SMTC), cloridrato de propranolol (Santa Cruz
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Biotechnology), composto Y-27632 (Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido),

nitroprussiato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemanha).

iv) Compostos utilizadas no ensaio de ligacdo ao receptor ai-adrenérgico:
paraformaldeido, acetona (Synth, Diadema, Brasil), solugdo de sacarose
(Dglucose), N-etilmaleimida, poli-L-lisina, caneta hidrofébica, DAPI, Gel
Mount™ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Estados Unidos), Tissue-Tek (Fisher
Healthcare, Gardena, CA, EUA), prazosina fluorescente, BODIPY® FL
(QAPB; Molecular Probes, Eugene, OR, Estados Unidos).

V) Equipamentos utilizados: criostato (Thermo Scientific HM525 NX; Thermo

Fisher Scientific, EUA), poligrafo digital e amplificador de sinal (PowerLab,
ADInstruments, Australia), microscopio invertido (NIKON, Tokyo, Japao)
acoplado a um sistema de epifluorescéncia (Sutter Instrument, EUA).

Vi) Software utilizados: LabChart versdo 8.0 para Windows (ambos da

ADInstruments, Australia), GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad Software
CA, EUA), NIS-Elements AR (Advanced Research) versdo 4.20 (NIKON,
Tokyo, Japao), NIS-Elements Analysis (NIKON, Tokyo, Jap&o).

vii)  Outros materiais: fio de sutura de seda (BC-SUTURE- Bioline Fios Cirurgicos
LTDA, Anapolis, Goias), agulha de 18 G (1,20 x 40 mm) (BD

PrecisionGlideTM-Curitiba, Parand), fio de nailon 3-0 (Shalon Fios Cirurgicos

Ltda, S&o Luis de Montes Belos, Goias).

3.2.1 Preparo dos reagentes e solugoes

Os sais para o preparo da solugdo nutritiva de Krebs-Henseleit, solugao
nutritiva modificada com KCI e solugao tampao fosfato (PBS) foram diluidos em agua
destilada.

Os compostos foram dissolvidos de acordo com as recomendagdes do
fabricante. As aliquotas foram diluidas em solucao nutritiva de Krebs-Henseleit. Apos
o preparo foram armazenadas em freezer a -20 °C.

As drogas fotossensiveis (noradrenalina, nitroprussiato de sédio (NPS),
prazosina e propranolol foram envolvidas com papel aluminio.

As solucgdes de nitroprussiato de sodio e CaClz sempre foram preparadas no

momento da utilizacdo e ndo foram armazenadas.
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3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 Modelo de indugao de sepse: ligadura e perfuragao do ceco (CLP)

O quadro séptico foi induzido através da metodologia de ligadura e perfuragéo
do ceco (CLP - do Inglés cecal ligation and puncuture) (BAKER, et al., 1983). Antes
do procedimento cirdrgico, os animais receberam a aplicacdo de xilazina 5 mg/kg
intraperitoneal (i.p.) e tramadol 10 mg/kg (i.p.), com o propdsito de se obter analgesia
e sedacao prévia. Apos 10 minutos, os animais foram alocados em camara anestésica
contendo isoflurano (5%) e oxigénio (100%), seguida da manutengao anestésica com
isoflurano (3%) e oxigénio (100%). Apds a verificagdo da auséncia de qualquer
estimulo, o local da incisédo cirurgica (linha alba) foi limpo com alcool iodado e, em
seguida, realizou-se a administracdo de lidocaina através de infiltragdo subcuténea
no mesmo local. Na sequéncia, foi realizada a laparotomia, onde o ceco foi localizado
e exposto, a membrana adjacente cortada e em seguida, uma haste de cotonete foi
colocada na regiao mediana para a realizagao da ligadura com um fio de sutura de
seda, sem a obstrucdo total do intestino. Em seguida, foram feitos quatro furos com
uma agulha de 18 G (1,20 x 40 mm), seguidos da compressao e extravasamento de
pequena quantidade do conteudo intestinal e remocéo da haste de cotonete. O ceco
foi delicadamente realocado no peritdnio do animal e a cavidade abdominal suturada
com fio de nailon 3-0. Para a reposi¢cao de volume, apds o procedimento cirurgico,
foram administrados 30 mL/kg subcutaneo (s.c.) de solugdo tampéo fosfato (PBS);
concentracdo em mM: NaCl 137, KCI 2,7, KH2PO4 1,5 e NaH2PO4 10,8; pH 7,4. Para
a recuperacao cirurgica, os animais foram colocados em caixas com maravalha sobre
uma manta aquecida a aproximadamente 37 °C. Uma nova dose de analgésico foi
administrada 12 horas apds o procedimento cirurgico (cloridrato de tramadol, 10
mg/kg, via s.c.).
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3.3.2 Dosagens hematolégicas

Foi realizada a coleta de sangue através da veia cava dos animais utilizados
nos experimentos de reatividade vascular obtidos dos grupos, controle, CLP 6 h e CLP
18 h. Apds a coleta, o sangue foi inserido em tubos contendo EDTA 5% (acido
etilenodiaminotetracético disddico). A analise hematolégica foi realizada por contador
automatizado (modelo Horiba, ABX ®, Micros 60; Montpellier, Franga). Os resultados
foram expressos em quantidade de células/uL, ou em % para o hematdcrito.

3.3.3 Preparacgao de anéis isolados em banho de 6rgaos

Para a dissecagdo do tecido a ser utilizado (aorta), os animais foram
previamente anestesiados com cetamina e xilazina nas doses de 100 e 20 mg/kg (i.p.)
respectivamente. Apds a verificagcdo da total auséncia de respostas para estimulos
como o pingamento das patas e cauda, foi realizada a toracotomia. Em seguida, a
aorta descendente foi exposta e cuidadosamente removida. Apds a retirada, a aorta
foi acondicionada em placa de Petri contendo solucédo nutritiva de Krebs-Henseleit
modificada (composta por concentragdo em mM: NaCl, 131,3; KCI, 4,7; KH2POu4, 1,18;
MgS04.7H20, 1,17; NaHCOs, 14,9; dextrose, 5,5; CaCl2.2H20, 1,6; EDTA, 0,03), e 0
tecido aortico foi limpo, sendo retirados os tecidos adjacentes. Apds, a aorta foi
seccionada em anéis de aproximadamente 5 mm. Um suporte metalico conectado a
uma estrutura de acrilico e uma haste metdlica foram inseridos delicadamente no
lumen dos anéis, permitindo a montagem vertical das preparagbes e estiramento
perpendicular das mesmas. Para a manutencédo das condi¢cdes funcionais do tecido,
os anéis de aorta foram inseridos no sistema de banho de 6rgaos contendo solugéo
nutritiva de Krebs-Henseleit previamente aquecida a 37 °C, e aerada constantemente
com mistura carbogénica (95% 02/5% COz2). A haste metalica foi conectada a um
transdutor de forga acoplado a um sistema computadorizado composto por poligrafo
digital e amplificador de sinal, o qual permitiu o registro da contragao isométrica por
meio do software (LabChart).

Os anéis foram submetidos a uma tenséo basal de 3 g e foram estabilizados
pelo periodo de 1 hora, com troca da solugéo nutritiva em intervalos de 15 minutos.
Cabe elucidar que as trocas ocorreram sempre no periodo de 15 minutos e antes dos

protocolos experimentais o volume da cuba foi ajudado para 3 mL, bem como
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procedeu-se 0 ajuste da tensao para 3 g quando necessario. Aguardado o periodo de
estabilizacdo, a preparacao foi exposta a solucdo nutritiva modificada com KCI 120
mM por 10 minutos (com a finalidade de verificar a viabilidade do tecido). Apds esse
tempo, o KCI foi retirado e as aortas foram lavadas por trés vezes consecutivas com
solugao nutritiva. Em seguida, as preparagdes foram submetidas a um novo periodo
de estabilizagdo de 30 minutos e a integridade do endotélio foi verificada
farmacologicamente através da contragdo com 1 uM de fenilefrina (PE). Apdés 10
minutos sobre a fase tdnica da contragao induzida pela PE, foi adicionado a cuba 1
MM de acetilcolina (Foram consideradas preparagbes com endotélio funcional as que
obtiveram relaxamento superior a 80%). Foram utilizadas somente preparagées com

a presenca de endotélio funcional.

3.3.4 Delineamento experimental

Neste estudo foram utilizados anéis de aorta dos grupos, controle, CLP 6 h e
CLP 18 h. Como controle fisiolégico foram utilizados animais naive.

Nos experimentos de reatividade vascular, cada preparacao foi exposta a um
unico agente vasoconstritor. As preparag¢des de cada grupo incubadas com inibidores
foram comparadas com as preparagdes incubadas com o veiculo do grupo

correspondente.

3.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Efeito da sepse sobre a contragao vascular a fenilefrina e noradrenalina

através de curvas de respostas dependentes da concentragao

Para verificar a responsividade vascular aos agonistas dos receptores ai-
adrenérgicos PE e noradrenalina (NE), foram utilizadas aortas dos grupos controle,
CLP 6 h e CLP 18 h. Apds a confirmacao da presenca de endotélio funcional, as
preparagdes foram estabilizadas por 60 minutos e foram construidas curvas de
respostas dependentes da concentragao (CCRs), através da adicdo de concentragdes

crescentes e cumulativas de PE e NE (1 nM- 300 pM).
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3.4.2 Efeito da sepse sobre a contragao vascular ao CaCl: através de curvas de

respostas dependentes da concentragao

Para avaliar a responsividade vascular ao CaClz, foram utilizados anéis de
aorta dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h. As preparagdes com endotélio
funcional foram estabilizadas por 10 minutos, € em seguida, foram mantidas em
solugao nutritiva despolarizante sem calcio (composi¢do, em mM: NaCl, 71,4; KCl,
59,8; KH2PO4, 1,18; MgS04.7H20, 1,17; NaHCOs, 14,9; dextrose, 5,5; EDTA, 0,03)
durante 60 minutos, sendo que, em 45 minutos o volume da cuba foi ajustado para 3
mL e foram construidas CCRs para o CaCl2 (10 yuM-100 mM).

3.4.3 Efeito dos bloqueadores de 6xido nitrico sobre a contragao vascular

induzida pela fenilefrina, noradrenalina e CaClz em anéis de aorta

Para avaliar a participacdo das o6xido nitrico sintases na responsividade
vascular da PE e NE, ap6s a confirmagéo da integridade funcional do endotélio, as
preparagdes foram incubadas por um periodo de 30 minutos com os seguintes
inibidores: L-NAME (100 uM, inibidor ndo seletivo das NOS), 1400W (10 pM, inibidor
seletivo da NOS induzida), e SMTC (10 pM, inibidor da NOS neuronal). Em seguida,
foram construidas CCRs para a PE e NE. Para avaliar a influéncia do NO sobre a
maquinaria contratil ativada em resposta ao calcio, apdés 10 minutos de estabilizagao,
as preparacgoes foram mantidas em liquido nutritivo despolarizante sem calcio por 60
minutos, sendo que, em 30 minutos, o volume da cuba foi ajustado para 3 mL e as
preparacgdes foram incubadas por um periodo de 30 minutos com L-NAME, 1400W ou
SMTC, nas mesmas concentracdes descritas acima. Na presencga dos inibidores,
foram construidas CCRs para o CaClz. A Figura 1 ilustra o protocolo experimental

utilizado nos experimentos descritos neste item.
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ﬂm 30 min.
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Figura 1 — Protocolo experimental de avaliagao do bloqueio das éxido nitrico sintases
sobre a contragao induzida por PE, NE e CaCl. (a) Bloqueio das NOS com L-NAME 100
MM, 1400W 10 uM e SMTC 10 uM, sobre as respostas por meio dos GPCRs PE e NE que
atuam através da ativagdo da proteina G, € de segundos mensageiros intracelulares e a
ativagcao direta do mecanismo contratil através do CaCl.. Os painéis (b) e (c) representam o
protocolo experimental utilizado: periodo de estabilizacido de 1 hora, apds as preparagdes
foram expostas a solugao de KCI 120 mM por 10 minutos e entéo foi realizada a lavagem por
3 vezes consecutivas. Um novo periodo de estabilizagdo de 30 minutos foi aguardado e a
seguir as preparagdes foram expostas a 1 uM de PE e sobre o platd de contracdo da PE foi
verificada a viabilidade do endotélio através do relaxamento com 1 yM de acetilcolina. Um
novo periodo de estabilizagao de 30 minutos foi aguardado e as preparagées foram incubadas
com inibidores das NOS e apds 30 minutos foram construidas CCRs para a PE e NE (b). No
protocolo (c) apdés a verificagcdo da viabilidade do endotélio as preparagdes foram
estabilizadas por 10 minutos e em seguida foram expostas a liquido despolarizante sem calcio
por 60 minutos sendo que em 30 minutos as preparacdes foram incubadas com inibidores das
NOS. Apés foram construidas CCRs para o CaCl,.

3.4.4 Efeito de um doador de 6xido nitrico sobre a contragao vascular induzida

pela fenilefrina e noradrenalina em anéis de aorta

Para avaliar a influéncia do doador de NO nitroprussiato de sédio (NPS) sobre
as contragdes induzidas por PE e NE, foram utilizadas somente aortas de animais
controle (grupo naive). Apos a verificagdo da funcionalidade do endotélio, as
preparagdes foram estabilizadas por 30 minutos, e posteriormente foram incubadas
com NPS na concentracéo de 0,1 uM por outros 30 minutos. Em seguida, na presenga
do NPS, foram construidas CCRs para a PE e NE. Foram utilizados como controle, as

preparagdes incubadas somente com o veiculo.
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3.4.5 Avaliagcao da segunda onda de contragcao apés as curvas de respostas
dependentes da concentragdo para a fenilefrina e noradrenalina em anéis de

aorta

Para avaliar a segunda onda de contragdo, empregamos a seguinte
metodologia. Apds o fim das CCRs dos vasoconstritores PE e NE e as preparagoes
atingirem o pico de resposta maxima e alcangarem o platd, partindo deste ponto
mensuramos o delta de contragdo apos 40 minutos, conforme ilustrado na Figura 2

abaixo.

C. Nova onda de
contragao

40
minutos

b. Plato

a. CCRs

Figura 2 — Protocolo experimental de avaliagdo da segunda onda de contracao. (a)
Curvas de respostas dependentes da concentragao para a PE e NE (1 nM- 300 uM). Rmax=
Resposta maxima, obtida das CCRs. (b) Fase de platé apds o fim das CCRs. (c) Nova onda
de contragao a partir do platé. As respostas foram mensuradas apés 40 minutos.

3.4.6 Avaliacao da mobilizagdo do calcio intracelular e extracelular nas

respostas induzidas por fenilefrina e noradrenalina em anéis de aorta

Para explorar a participagao do calcio intracelular decorrente da ativacao por
PE e NE, foram utilizados anéis de aorta dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h.
Apoés a verificagdo da integridade do endotélio, as preparagbes foram estabilizadas
por 30 minutos e, em seguida, foram mantidas em liquido nutritivo sem calcio por 15
minutos. Apds esse intervalo a contracdo foi induzida com 1 uM de PE ou de NE,
utilizando somente uma droga por preparagao.
A fase fasica da contracido foi mensurada calculando o delta de contragao por
meio da diferenga dos valores basais até o pico de contragdo maxima (Figura 3a). A

fase tonica foi mensurada considerando o delta da fase fasica da contragao e feita a
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analise de ponto a ponto com intervalos de 30 segundos, durante 10 minutos (Figura

3b).

Para avaliar a mobilizagdo do calcio extracelular, foram utilizados anéis de

aorta dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h, mantidos por 15 minutos em solugao

nutritivo sem calcio e a seguir as preparag¢des foram expostas a 1 uM de PE e NE.

Apds 10 minutos, sobre o platé de contracao induzida por PE ou NE realizou-se CCRs

para o CaClz conforme ilustrado na Figura 4.

2.5

d. Fasica

b. Toénica

Contragao (g)

Tempo (s)

Figura 3 — Tragado de um experimento ilustrando as fases fasica e tonica da contragao.
(a) indica a fase fasica da contracdo com 1 uM de PE ou NE. (b) indica a fase tbnica
(manutengao da contragao) apos 10 minutos.

5.0+

4.5+

4.0

3.5+

3.0

Contragéao (g)

2.5

a. Fasica

C. CCRs CaCl,

b.Ténica [-h
fﬁ

}

Tempo (s)

Figura 4 - llustragado da construgdao de CCRs ao CaCl. sob o platé da contragao induzida
pela PE e NE 1 yM. (a) indica a fase fasica da contragdo com 1 yM de PE ou NE. (b) indica a
fase tonica (manutengao da contracao) apds 10 minutos. (c) indica a CCRs ao CaCl, sobre o
platé de contragao induzido pela PE e NE.
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3.4.7 Ensaio de fluorescéncia para a avaliagao da densidade basal de receptores

a1 -adrenérgicos nos grupos controle, CLP6 he CLP 18 h

As aortas dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h foram coletadas e inseridas
em solugao de paraformaldeido tamponado (PFA 4% em PBS), por 4h, e em seguida
foram imersas em solugao crioprotetora de sacarose 30% pelo periodo de 1h. Em
seguida, as aortas foram retiradas e inseridas em blocos contendo Tissue-Tek, que
foram congelados em freezer -80 °C. As laminas foram previamente preparadas com
poli-L-lisina. Os blocos foram cortados em fatias transversais em criostato (Thermo
Scientific HM525 NX; Thermo Fisher Scientific, EUA), com espessura de 7 um, e foram
colocados sobre a lamina. Apds, os cortes foram fixados na lamina com acetona por
5 minutos, a -20 °C e em seguida foram lavados com PBS. Apds a secagem das
laminas, os cortes foram contornados com caneta hidrofdbica (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, Estados Unidos) e incubados com 250 nM de prazosina fluorescente, por
90 minutos e com DAPI durante 5 minutos, ambos em temperatura ambiente. Os
cortes foram lavados com PBS e secos. Em seguida, as laminulas foram inseridas
sobre a lamina utilizando Gel Mount. Para o controle da autofluorescéncia foram
utilizadas laminas sem a presencga de ligante. Para a leitura, utilizou-se microscopio
invertido acoplado a um sistema de epifluorescéncia. As imagens foram capturadas e

a intensidade de fluorescéncia quantificada.

3.4.8 Efeito do bloqueio da via Rho-A/Rho-cinase sobre a contragao vascular

induzida pela fenilefrina e noradrenalina em anéis de aorta

Com o objetivo de investigar a participagado da via de manuteng¢ao da contragéo
composta pelas proteinas Rho-A/Rho-cinase foram utilizados anéis de aorta dos
grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h. Apds a confirmagéo da presenca de endotélio
funcional, as preparacgdes foram incubadas por 30 minutos com 0,3 uM ou 1 uM do
composto Y-27632 (inibidor de ROCK) e a seguir os anéis foram submetidos a CCRs
para a PE e NE. Cada preparacgao foi exposta somente a um agente vasoconstritor.
Foram utilizados como controle, as preparacdes incubadas com o veiculo dos seus

respectivos grupos.
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3.4.9 Efeito do bloqueio da entrada de calcio extracelular com a nicardipina
sobre a contragao vascular induzida pela fenilefrina e noradrenalina em anéis

de aorta

Com o propésito de investigar a participacdo da entrada de calcio na contragao
vascular induzida por agonistas, foram utilizados anéis de aorta dos grupos controle,
CLP 6 he CLP 18 h. Apés a confirmacéo da presenca de endotélio funcional, os canais
de calcio foram bloqueados com 0,1 uM de nicardipina (inibidor do influxo de calcio

extracelular) por 30 minutos e a seguir foram construidas CCRs para a PE e NE.

NE Entrada de
Calcio CCRs PE /NE
PE ¢ |
Goyy.13 X Incubagdo por
30 minutos
Gq
Fosfolipase C X Nicardipina 0,1 uM
It Rho-quinase
’ i Composto Y-
l . 27632 0,3 uM
Célcio Manutencao da
l contragao
Calcio +
Calmodulina Composto Y-
27632 1 uM

Figura 5 — Protocolo experimental de avaliagado dos mecanismos envolvidos na
manuteng¢ao da contragdao, com a entrada de calcio e a via Rho-A/Rho-cinase.
Bloqueio da entrada de calcio com a nicardipina 0,1 uM e composto Y-27632 0,3 uM
e 1 uM, sobre as respostas induzidas por PE e NE. Os protocolos experimentais foram
de acordo com o item 3.2.3 e apds a verificagdo da integridade funcional do endotélio,
as preparacodes foram incubadas com nicardipina 0,1 uM, composto Y-27632 0,3 uM
e Y-27632 1 uyM por 30 minutos e em seguida foram construidas CCRs para a PE e
NE.
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3.4.10 Efeito do bloqueio da via Rho-A/Rho-cinase e nicardipina sobre a

segunda onda de contragao induzida pela noradrenalina em anéis de aorta

ApOs a realizagdo dos protocolos experimentais descritos nos itens 3.4.8 e
3.4.9, foi avaliada a influéncia dos canais de calcio e da via de sensibilizacido ao calcio
sobre o segundo efeito de contragdo induzido pela NE. Dessa forma, apds as
construgbes das CCRs o delta do segundo efeito da NE foi mensurado apos 40

minutos. Avaliamos este efeito nos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h.

3.4.11 Efeito do bloqueio da entrada de calcio durante a contragao induzida por

fenilefrina e noradrenalina em anéis de aorta

Para explorar o efeito de uma unica concentracido nas respostas mediadas por
PE e NE, as preparacdes foram contraidas com 300 uM de PE e NE e no inicio da
fase tonica adicionou-se nicardipina 0,1 uM. Apds 40 minutos, os deltas das respostas

foram mensurados.

Nicardipina
0,1 uM

PE /NE
300 uM

Figura 6 — Representacao esquematica do protocolo experimental do bloqueio dos
canais de calcio durante a contracao induzida por PE e NE. Foi realizada a contragdo com
uma unica concentragao de fenilefrina ou noradrenalina 300 uM e assim que iniciou a fase
tbnica da contragcdo, bloqueou-se a entrada de calcio com nicardipina 0,1 yM. Apds 40
minutos, as respostas foram mensuradas.
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3.4.12 Avaliagao dos mecanismos envolvidos no efeito bifasico da

noradrenalina

Com a finalidade de explorar os possiveis mecanismos envolvidos no efeito
bifasico da NE, ap6s o término das CCRs e ao atingir o platé as preparacdes foram
incubadas com: tetraetilamonio (TEA) 10 mM, bloqueador n&o seletivo dos canais de
K*, glibenclamida (GLB) 10 uM, bloqueador dos canais de K* sensiveis ao ATP, 4-
aminopiridina (4-AP) 1 mM, bloqueador dos canais de K* sensiveis a voltagem, TRAM-
34 10 pM, bloqueador dos canais de K* ativados por calcio de condutancia
intermediaria, propranolol 1 pM, bloqueador nao seletivo dos receptores fB-
adrenérgicos, tapsigargina 100 yM, inibidor da SERCA, corticosterona (CORT) 100
MM, bloqueador dos transportadores catibnicos 3, nicardipina 0,1 yM, inibidor do
influxo de calcio extracelular, composto Y-27632 1 uM, inibidor de ROCK. Apds 40
minutos do bloqueio os deltas de resposta foram obtidos.

Inicialmente os experimentos foram conduzidos apenas em preparagdes
controle, sendo que as que apresentaram diferenca estatistica p < 0,05 foram

posteriormente exploradas nos grupos sépticos.

b. incubacao

________
I
o
—""—
-
-
-

-

= C. 40 minutos

d. CCRs NE

Figura 7 — llustracao da linha temporal do protocolo experimental para investigar os
mecanismos envolvidos no efeito bifasico da noradrenalina. (a) CCRs- Curvas de
respostas dependentes da concentragdo para a noradrenalina. (b) Incubagdo com os
inibidores. (c) Avaliagao do efeito bifasico apds 40 minutos, a partir do momento da incubacgao.
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3.5 ANALISE DOS RESULTADOS E TESTES ESTATISTICOS

Os resultados foram analisados e expressos como a média + erro padrao da
média (E.P.M). Os graficos e as analises estatisticas foram realizados através do
programa GraphPad Prism versdo 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
Em alguns graficos foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias,
seguida pelos pos teste de Bonferroni, Tukey ou Dunnet quando aplicaveis. Em alguns
graficos foi utilizado o teste t de Student. Foram consideradas como significativamente
diferente as analises que obtiveram valor de p < que 0,05.

Os valores de Rmax (resposta contratil maxima) e CEso (Concentragao efetiva
capaz de gerar 50% do efeito maximo) foram calculados através do programa
GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA), obtidos atraves
de analise de regressdo nao-linear das curvas de resposta dependente da

concentragdo. O calculo da AUC foi realizado pelo mesmo programa.
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4 RESULTADOS

4.1 INDICADORES HEMATOLOGICOS E CARACTERIZACAO DA DISFUNGAO
VASCULAR EM RATOS SEPTICOS

A Tabela 1 apresenta dados da analise hematoldgica realizada nos grupos
controle, CLP 6 h e CLP 18 h. Os resultados mostram um aumento na contagem de
granulécitos de acordo com a progressao da sepse, com valores de 1,05 £ 0,28 (grupo
controle) para 2,76 + 0,28 (grupo CLP 6 h) e 8,10 £ 1,56 (grupo CLP 18 h). Além disso,
os animais apresentaram linfocitopenia, sendo os valores reduzidos de 6,70 + 0,77
(grupo controle), para 3,20 + 0,57 (grupo CLP 6 h) para 3,81 + 0,57 (grupo CLP 18 h),
presumindo um cenario de processo inflamatério. Outrossim, foi verificado aumento
no hematdcrito 6 h apdés a CLP. Ademais, foram observados sinais clinicos
caracteristicos do modelo, como, por exemplo, secre¢cdo de porfirina, piloerecao e

letargia.

Tabela 1 — Analise hematolégica em ratos dos grupos controle e sépticos.

Controle CLP6h CLP 18 h
Hemogloblina (g/dL) 11,68 + 0,62 13,52 £ 0,63 13,22 + 0,40
Hematdcrito (%) 43,68 £ 2,15 53 + 2,83 49,45 + 1,61
Plaquetas (10-6/mL) 997,5 + 70,33 746,2+110,9 858 + 41,95
Mondcitos (10-6/mL) 1,55+ 0,28 2,11+ 0,51 1,20 + 0,16
Linfocitos (10-6/mL) 6,70 £ 0,77 3,20 £ 0,57* 3,81+0,57*
Granulécitos (10-6/mL) 1,05+ 0,28 2,76 + 0,56 8,10 + 1,56*#

As analises foram feitas em amostras de sangue coletadas de ratos dos grupos controle, CLP
6 e 18 h apds a cirurgia. Resultados expressos como a média + erro padrédo da média (n=5-
6). A diferencga entre os grupos foi verificada pela analise de variancia ANOVA de uma via
seguido pelo pés-teste de Tukey. * indica p < 0,05 em comparagdo com o grupo controle. #
indica p < 0,05 em comparagao com o grupo CLP 6 h.

A Figura 8a mostra a média do delta de contragao de anéis de aorta por meio
da despolarizag¢ao induzida por KCI 120 mM entre os grupos controle, CLP 6 e 18 h,
em que é observada reducgao da responsividade vascular para o KCI no grupo CLP 18

h quando comparado ao grupo controle (2,28 g + 0,07 para 1,69 g + 0,08,
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respectivamente). Por outro lado, em 6 h apds a CLP, ndo se observaram diferengas
entre os grupos.

Ao mensurar o delta de contragdo gerado por 1 yM de fenilefrina, verificou-se
reducdo na responsividade vascular a esse vasoconstritor, de acordo com a
progressao do quadro séptico com valores de 1,73 g + 0,06 (grupo controle), para
1,40 g £ 0,07 (grupo CLP 6 h) e 0,98 g £ 0.06 (grupo CLP 18 h) (Figura 8b). Em
conjunto, esses resultados ja apontam para um prejuizo vascular contratil nos animais
sépticos, tanto pela interacdo ligante-receptor, como por despolarizagdo (via n&o

receptor).
a b
KCI [120 mM] Fenilefrina [1 uM]
3 3 -
. —_ <0.0001
2 2
o o 0.0037 0.0001
‘5. 2.028 - S 0
© @©
5 £173 -
o 15 o 1.5 -
o o )
() ) [ o
© 'S kel S 5
£ HE 8 £E
Iy z%w [} 8= s
a 3¢ = s
8 z”
0 ° c CLP6h CLP18h 0 °
Controle CLP6h CLP18h Controle CLP6h CLP 18h

Figura 8 — Reducdo da resposta contratil ao KCl e a fenilefrina em anéis de aorta
toracica de ratos sépticos com endotélio funcional. Resultados expressos como a média
* erro padrdo da média de todos os grupos experimentais. A linha tracejada em vermelho
representa a média do grupo controle. O grafico dentro representa as respostas individuais
(dot plot) e a média de contracao. A diferenca entre os grupos foi verificada pela analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey. Foram considerados
diferentes valores de p < 0,05 conforme indicado nos graficos.
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4.2 EFEITO DA SEPSE SOBRE AS CURVAS DE RESPOSTAS DEPENDENTES DA
CONCENTRAGAO AOS VASOCONSTRITORES FENILEFRINA, NORADRENALINA
E AO CaCl2

Considerando que um dos principais alvos terapéuticos no tratamento da sepse
€ o receptor ai-adrenérgico, nosso objetivo neste conjunto de experimentos foi avaliar
a responsividade vascular da aorta via sistema ligante-receptor com os agonistas PE
e NE, bem como avaliar a capacidade da maquinaria contratil com o CaClz. A Figura
9 demonstra que, quando o receptor ai-adrenérgico € ativado pela PE, ha
hiporresponsividade mais acentuada em comparagdo com o agonista NE. A resposta
maxima (Rmax) gerada pela PE apresenta reducéo de 37,7% no grupo CLP 6 h e de
58,33% no grupo CLP 18 h, comparadas ao grupo controle (Figura 9a). Além disso,
a PE apresenta redugéo significativa da poténcia, como revelam os valores de CEso
nos grupos septicos, sendo necessarias concentragdes maiores da droga para
produzir 50% da resposta maxima observada nos controles (valores visualizados na
Tabela 2). Por outro lado, a NE gerou contragcbes maximas na ordem de 2,47 g no
grupo controle, 2,12 g no grupo CLP 6 h e 1,69 g no grupo CLP 18 h, o que
proporcionalmente equivale a uma redugéo da eficacia de 14,17% no grupo CLP 6 h
e de 31,57% no grupo CLP 18 h, comparadas ao grupo controle (Figura 9b).
Conforme visualizado na Tabela 2, a NE apresenta uma poténcia maior em
comparagao a PE, tanto nos grupos controle quanto sépticos.

Com o objetivo de avaliar a capacidade da maquinaria contratil, os anéis de aorta
foram expostos ao liquido despolarizante sem calcio por 60 minutos e, em seguida,
foi construida CCRs a esse agente vasoconstritor. Em 6 h apés a CLP, a maquinaria
contratil € mantida, uma vez que ndo encontramos prejuizo na reatividade vascular
quando comparado ao grupo controle. No entanto, encontramos redugédo da
reatividade vascular induzida por CaCl2 em periodos mais tardios da sepse,
apresentando reducgéao da eficacia de 46,89% no grupo CLP 18 h em comparacgéo ao
controle (Figura 9c¢). A analise da area sob a curva expressa os mesmos perfis de
resultados (Figura 9d, e, f). Em relacéo a CEso para o CaClz é observada um aumento
em 18 h apos a CLP (Tabela 2).

Neste estudo, a avaliagao da reatividade vascular foi realizada em mais de um

bloco de experimentos, ou seja, em momentos distintos, nesse caso, em anos
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diferentes. Dessa forma, os resultados dos diferentes blocos/conjuntos desses
experimentos foram plotados nas Figuras 9g, h, i para fins de comparagao. Apesar
das variagbes experimentais, € possivel afirmar que o perfil das respostas
encontradas é sempre 0 mesmo.

Em seguida consideramos avaliar se a presenga da hiporresponsividade seria

proveniente de niveis reduzidos de receptores ai-adrenérgicos.

Tabela 2 — Valores de Rmax € CEsp das curvas de respostas dependentes da
concentracao a fenilefrina, noradrenalina e CaCl..

Fenilefrina Noradrenalina CaCl;
Controle
Rmax () 2,28 (2,16 - 2,41) 2,47 (2,36 - 2,60) 2,70 (2,48 - 3,01)
CEso (M) 0,073 (0,05 - 0,105) 0,023 (0,014 - 0,034) 115,7 (72,91 - 175,3)
CLP6h
Rmax (9) 1,43 (1,33-1,55) * 2,12 (2,00 - 2,26) * 2,63 (2,41-2,94)
CEso (UM) 0,190 (0,122 -0,298) 0,061 (0,039 - 0,094) 98,95 (62,11 - 152,1)
CLP 18 h
Rmax (9) 0,95 (0,86 -1,07) * # 1,69 (1,60 -1,79) * # 1,50 (1,34 -1,77) *#

CEso (uM)  0,2166 (0,116 - 0,407) 0,044 (0,028 - 0,067) 312,5 (199,7 - 516,6)

A avaliagdo da Rmax = Resposta contratil maxima e CEsqo =Concentragéo efetiva capaz de
gerar 50% do efeito maximo foram obtidas através das curvas de respostas dependentes da
concentracao para a fenilefrina, noradrenalina e CaCl, em anéis de aorta dos grupos controle
e sépticos (intervalo de confianga de 95%). A diferenga entre os grupos foi verificada pela
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni. * indica p <
0,05 em comparagao com o grupo controle. # indica p < 0,05 em compara¢gdo com o grupo
CLP 6 h.
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Figura 9 — Anéis de aorta de animais submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragao do
ceco apresentam hiporresponsividade maior para a fenilefrina 6 e 18 h apés a CLP. As
curvas de respostas dependentes da concentragao a fenilefrina (a), noradrenalina (b), e para
o CaCl; (c) foram construidas em anéis de aortas com endotélio, obtidos do grupo controle e
grupos CLP 6 h e 18 h. Nos experimentos que originaram o grafico (c), os anéis foram
mantidos por 60 minutos em liquido despolarizante sem calcio antes da curva para o CaCls.
Resultados expressos como a média * erro padrao da média (n=11-26) por grupo. As areas
sob as curvas sao apresentadas nos painéis (d) (e) (f). As figuras (g) (h) representam a média
das respostas maximas em 3 sets de experimentos e a (i) em dois. A linha tracejada
representa a média de cada grupo experimental (controle, CLP 6 h e CLP 18 h). A diferenca
entre os grupos foi verificada pela ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni
painéis (a) (b) (c). * p < 0,05 comparado com o grupo controle. # p < 0,05 comparado com o
grupo CLP 6 h. A diferenca entre os grupos foi verificada pela ANOVA de uma via seguida
pelo pos-teste de Tukey painéis (d) (e) (f). Foram considerados diferentes valores de p < 0,05
conforme indicado no gréfico.
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4.3 DENSIDADE DE RECEPTORES a1- ADRENERGICOS NA AORTA DE RATOS
SUBMETIDOS A CLP

Com a finalidade de avaliar se nossos resultados seriam decorrentes de niveis
reduzidos de receptores ai-adrenérgicos nas artérias durante a sepse, realizamos o
ensaio de marcacdao com o BODIPY-PRAZOSIN fluorescente e avaliamos a
densidade basal do receptor ai-adrenérgico nos grupos controle e sépticos. Como
demonstrado na Figura 10, ndo houve diferengas nos niveis de receptores ai-
adrenérgicos entre os grupos. Por isso, a partir dos resultados obtidos passamos a
investigar alteragdes na via de transdug¢do. Dessa forma, sabendo que o NO esta
envolvido nas alteragbes vasculares da sepse, a pergunta que permeou NOSSO
préoximo bloco de experimentos foi qual seria o envolvimento do NO na via de
transducao de ambos os vasoconstritores (PE/NE), bem como o seu envolvimento na

contracao induzida por CaCla.
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Figura 10 — Imunofluorescéncia para o receptor a1- adrenérgico na artéria aorta de
animais saudaveis e submetidos a CLP. Imagens representativas de imunofluorescéncia
com o ligante (BODIPY FL-prazosina) em cortes de anéis de aorta de animais controle (a)
comparado aos sépticos CLP 6 h (b) e CLP 18 h (c). Escala de 20x. Resultados apresentados
como pontos individuais e expressos como a média da intensidade de fluorescéncia (n=4-13
por grupo). A diferenga entre os grupos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) de
uma via seguida pelo pds-teste de Tukey.



58

4.4 EFEITO DO BLOQUEIO DAS OXIDO NITRICO SINTASES SOBRE A
RESPONSIVIDADE VASCULAR PARA A FENILEFRINA, NORADRENALINA E CaCl

Com a finalidade de avaliar a participagcao do NO na contratilidade vascular
induzida pelos vasoconstritores PE, NE e CaClz, incubamos os anéis de aorta dos
grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h, por 30 minutos, com os inibidores, L-NAME (100
puM), 1400W (10 uM) e SMTC (10 pM). Em preparagdes controle o bloqueio com L-
NAME foi capaz de aumentar de maneira mais intensa a contratilidade vascular por
meio dos ligantes de GPCRs PE e NE, enquanto as respostas geradas pelo CaClz na
presencga do L-NAME n&o foram significativamente diferentes quando comparadas ao
veiculo. Assim, verificamos que o bloqueio com L-NAME provocou um aumento da
Rmax da PE em 45,45% e para a NE 35,8% (ambas as respostas comparadas com as
preparagdes incubadas com veiculo), enquanto o0 mesmo provocou um aumento de
apenas 26,88% na contratilidade vascular para o CaClz (Figuras 11a, d, g). Como
esperado, nas preparagdes controle o bloqueio das 6xido nitrico sintases induzida
(INOS) e neuronal (nNOS) n&o alteraram a resposta para ambos os vasoconstritores
(Figuras 11b, e, h; Tabela 3). Da mesma forma a anadlise da area sob a curva
expressou o mesmo perfil de resultado (Figura 14a).

Por outro lado, em 6 h apés a CLP, o bloqueio com L-NAME além de aumentar
as Rmax induzida pela PE e NE foi capaz de aumentar a resposta ao CaClz o que nao
era observado nas preparacgdes controle. Os valores de Rmax foram aumentadas em
130,53% para a PE, enquanto as respostas geradas pela NE e CaCl2 foram
aumentadas em 56,12% e 46,12%, respectivamente (Figuras 12a, d, g).
Curiosamente quando avaliamos a participacdo da iINOS através da incubagao com o
1400W houve um aumento da Rmax para a PE de 70,99%, enquanto o bloqueio da
iINOS nao foi capaz de aumentar a Rmax para a NE e nem para o CaClz (Figuras 12b,
e, h, respectivamente). Além disso, o bloqueio da isoforma nNOS com SMTC foi capaz
de aumentar a Rmax da PE em 68,70% apesar de nao influenciar na CCR da NE e
CaClz (Figuras 12c, f, i).

Em 18 h apés a CLP, todos os vasoconstritores estudados apresentaram
respostas reduzidas, sendo esta, revertida com inibidores de NO, porém em taxas
diferentes. Por exemplo, em anéis incubados com L-NAME, a eficacia da PE foi
aumentada em 191,66% em comparagao com as preparagdes incubadas com o

veiculo, enquanto as respostas geradas pela NE e CaCl: foram aumentadas em
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67,81% e 94,23% respectivamente (Figuras 13a, d, g). O bloqueio da iNOS foi capaz
de aumentar em 122,91% a Rmax para a PE, enquanto as respostas obtidas para a NE
e o CaClz foram aumentadas em 54,02% e 55,12%, respectivamente (Figuras 13b,
e, h). O bloqueio da nNOS elevou em 100% a resposta da PE, 44,25% a NE e 44,81%
ao CaClz, todas as preparagdes foram comparadas com as preparagdes incubadas
somente com veiculo (Figuras 13c, f, i). Os resultados foram refletidos na analise da
area sobre a curva (Figura 14). Neste tempo estudado, também é visto aumento da
CEso da PE, NE e CaClz, sendo que os inibidores de NO foram capazes de diminuir a
concentragao efetiva para gerar 50% da resposta maxima (Tabela 3).

A partir deste ponto do estudo, nossos experimentos foram conduzidos apenas
com PE e NE. Dessa forma, a pergunta que deu sequéncia aos resultados foi se a PE
estaria levando a uma maior producdo de NO, ou se a diferenca na
hiporresponsividade para a PE e a NE seria em virtude da via de transducéo ativada
por um ou outro ligante. Uma das maneiras de responder essa pergunta foi incubar
anéis de aorta controle com um doador exdgeno de NO e, em seguida, construir CCRs

para ambos o0s vasoconstritores.
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Figura 11 — Efeito de inibidores das NOS em anéis de aorta de ratos controle. Os anéis
de aorta do grupo controle foram incubados por 30 minutos com L-NAME (100 uM; a, d, g)
1400W (10 uM; b, e, h) e SMTC (10 uM; c, f, i). Em seguida foram construidas curva de
respostas dependentes da concentracdo aos vasoconstritores fenilefrina, noradrenalina e
CaCly. Antes da curva com CaCl; os anéis foram mantidos por 60 minutos em liquido
despolarizante sem calcio (g, h, i). Resultados expressos como a média * erro padrao da
meédia (n=6-10) por grupo, e avaliados através de ANOVA de duas vias seguida pelo pés-teste
de Bonferroni. * indica p < 0,05 comparando as preparacdes incubadas com veiculo com as
preparacdes incubadas com os respectivos inibidores.
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Figura 12 — Efeito de inibidores das NOS em anéis de aorta de ratos 6 horas apds a
inducao de sepse. Os anéis de aorta do grupo CLP 6 h foram incubados por 30 minutos com
L-NAME (100 uM; a, d, g) 1400W (10 uM; b, e, h) e SMTC (10 uM; c, f, i). Em seguida foram
construidas curva de respostas dependentes da concentracdo aos vasoconstritores
fenilefrina, noradrenalina e CaCl,. Antes da curva com CaCl; os anéis foram mantidos por 60
minutos em liquido despolarizante sem calcio (g, h, i). Resultados expressos como a média +
erro padrdo da média (n=6-10) por grupo, e avaliados através de ANOVA de duas vias seguida
pelo pos-teste de Bonferroni. * indica p < 0,05 comparado com as preparagdes incubadas com

o veiculo.
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Figura 13 — Efeito de inibidores das NOS em anéis de aorta de ratos 18 horas apés a
inducao de sepse. Os anéis de aorta do grupo CLP 18 h foram incubados por 30 minutos
com L-NAME (100 uM; a, d, g) 1400W (10 uM; b, e, h) e SMTC (10 uM; c, f, i). Em seguida
foram construidas curva de respostas dependentes da concentracao aos vasoconstritores
fenilefrina, noradrenalina e CaCl,. Antes da curva com CaCl; os anéis foram mantidos por 60
minutos em liquido despolarizante sem calcio (g, h, i). Resultados expressos como a média +
erro padrao da média (n=6-10) por grupo, e avaliados através de ANOVA de duas vias seguida
pelo pos teste de Bonferroni. * indica p < 0,05 comparado com as preparagdes incubadas com
o veiculo.
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Tabela 3 — Valores de Rmax € CEso das curvas de respostas dependentes da
concentracao a fenilefrina, noradrenalina e CaCl..

Fenilefrina Noradrenalina CaCl;

Controle - (veiculo)

Rmax (g) 2,31+ 0,056 2,43+ 0,076 2,79+ 0,100

CEso (uM) 0,053 (0,03-0.07) 0,017 (0,010-0,027) 74,08 + (45,68-120,1)
Controle - L-NAME

Rmax (9) 3,36 +0,104 * 3,30+0,130 * 3,54 + 0,152

CEso (uM) 0,018 (0,01-0,029) 0,013 (0,0074-0,025) 69,83 (38,64-126,2)
Controle - 1400W

Rmax (g) 2,49 + 0,107 2,38 £ 0,092 2,53+ 0,100

CEso (uM) 0,031 (0,017-0,056) 0,014 (0,007-0,025) 42,23 (23,31-76,49)
Controle - SMTC

Rmax (g) 2,59+0,154 2,79+ 0,070 2,93 +0,144

CEso (UM) 0,028 (0,012-0,063) 0,012 (0,008-0,018) 55,64 (26,85-115,3)
CLP 6 h - (veiculo)

Rmax (g) 1,31 + 0,064 1,96 + 0,111 2,58 + 0,131

CEso (UM) 0,087 (0,048-0,156) 0,045 (0,022-0,094) 79,35 (41,24-152,6)
CLP 6 h - L-NAME

Rmax (g) 3,02+0,139* 3,06 +0,122 * 3,77+0,177 *

CEso (uM) 0,017 (0,008-0,034) 0,027 (0,015-0,048) 73,81 (39,03-139,6)
CLP 6 h - 1400W

Rmax (Q) 2,24+0,110* 2,08 + 0,096 2,35+ 0,105

CEso (uM) 0,037 (0,019-0,073) 0,036 (0,019-0,068) 43,19 (21,84-85,42)
CLP 6 h-SMTC

Rmax (g) 2,21 +0,147 * 2,44 + 0,054 3,31+0,194

CEso (UM) 0,021 (0.008-0.056) 0,039 (0,029-0,052) 60,87 (26,39-140,4)
CLP 18 h - (veiculo)

Rmex (g) 0,96 + 0,09 1,74 £ 0,058 1,55+ 0,116

CEso (uM) 0,176 (0,063-0,489) 0,033 (0,021-0,052) 127,9 (63,65-593,4)
CLP 18 h - L-NAME

Rmex (g) 280+0,137* 2,92 +0,095* 3,03+0,166 *

CEso (uM) 0,079 (0,044-0,142) 0,006 (0,004-0,0121) 174,6 (94,57-322,2)
CLP 18 h - 1400W

Rmex (g) 2,14+ 0,06 * 2,68 £ 0,069 * 242 +0,126 *

CEso (uM) 0,039 (0,026-0,059) 0,008 (0,005-0,013) 75,00 (37,69-149,2)
CLP 18 h - SMTC

Rmex (g) 1,92+0,127 * 2,51 +0,067 * 226+0,121*

CEso (UM) 0,031 (0,013-0,077) 0,013 (0,008-0,020) 147,9 (95,52-320,1)

A avaliagdo da Rmax = Resposta contratil maxima e CEso =Concentracéo efetiva capaz de gerar 50%
do efeito maximo. Valores obtidos através das curvas de respostas dependentes da concentragao para
a fenilefrina, noradrenalina e CaCl. em anéis de aorta dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h. As
preparagdes foram incubadas com L-NAME (100 yM), 1400W (10 uM), SMTC (10 uM) e comparadas
com as preparagdes veiculo. A diferenca entre os grupos foi verificada pela analise de ANOVA de duas
vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni. * indica p < 0,05 comparado ao controle.



64

Controle

V)
(o)

N
o

1 & Veiculo
a + 1400w
+SMTC
m +L-NAME

AUC (Unidades arbitrarias)
o

i

|

o
L

Fenilefrina Noradrenalina CaCl,

CLP6h

Q.
®
-

o
o
=
@ |o
N o
N
N |
° |o
IS)
IS}
&
N
=1
N
=1

000000

o
L

AUC (Unidades arbitrarias)
o ] b3

o
. 8
\ IS
AUC (Unidades arbitrarias)
3
Y

AUC (Unidades arbitrarias)
o

/ :

Fenilefrina Noradrenalina CaCl,

N

CLP 18 h

«Q
=

<0.0001

0000000

<0.0001
0025

A
o
- (=]
=]
o
=

B

Fenilefrina Noradrenalina CaCl,

AUC (Unidades arbitrarias)
o (4] o g
o
g |o
| o

|

AUC (Unidades arbitrarias)
;|
8
a |o
- N
N
AUC (Unidades arbitrarias)
o

]

o
L

Figura 14 — Efeitos de bloqueadores de NO na AUC (area sob a curva) dos efeitos
vasoconstritores da fenilefrina, noradrenalina e CaCl, em anéis de aorta. Os resultados
foram obtidos dos grupos controle (a) CLP 6 h (b) e CLP 18 h (c) através das curvas de
respostas dependentes da concentragdo na presenga e auséncia de inibidores de NO (n=4-
11). Resultados expressos como a média  erro padrao da média. A diferenga entre os grupos
foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo pds-teste de Dunnet.
Foram considerados diferentes valores de p < 0,05 conforme indicado no grafico.
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4.5 EFEITO DE DOADOR EXOGENO DE OXIDO NIiTRICO SOBRE AS CURVAS DE
RESPOSTA DEPENDENTES DA CONCENTRAGCAO INDUZIDA POR
NORADRENALINA E FENILEFRINA

Quando incubamos a aorta de animais controle com o doador de NO,
nitroprussiato de soédio (NPS), na concentracédo de 0,1 yM por 30 minutos, e
construimos CCRs para a NE e PE, a Rmax da PE caiu de 2,16 £ 0,09 g para 0,77
0,04 g (reducéao de 64,4%), enquanto a da NE caiu de 2,60 £ 0,09 g para 1,71 + 0,08
g (reducao de 34,3%), conforme demonstrado nas Figuras 15a, b. Ao mensurar a
CEso foi constatado que a adigao de NPS provocou um aumento na CEsode ambos os
vasoconstritores.

Ainda, nesta fase do estudo conforme demonstrado no tragado tipico (Figura 16)
observamos que apos a construcao das CCRs, a NE foi capaz de dar inicio a uma
segunda onda de contragdo, mesmo nas preparagdes incubadas com NPS (dados
nao mostrados). Por isso, nossa proxima sequéncia de experimentos foi desenhada
para investigar, de forma padronizada, se essa segunda onda de contragdo

aconteceria para os dois agonistas do receptor ai-adrenérgico PE e NE.

Tabela 4 - Influéncia de doador exégeno de NO sobre a CCR para a fenilefrina e
noradrenalina.

Fenilefrina Noradrenalina
Controle (veiculo;, n= 6-7)
Rmax(9) 2,16 £ 0,09 2,60 £ 0,09
CEso (UM) 0,091 (0,05-0,16) 0,035 (0,01-0,06)
NPS (0,1 uM; n=6-7)
Rmax (9) 0,77 £ 0,04* 1,71 £ 0,08*
CEso (UM) 0,220 (0,10-0,48) 0,13 (0,06-0,25)

max = Resposta contratil maxima; CEso =Concentracéo efetiva capaz de gerar 50% do efeito
maximo. Os resultados foram obtidos através das curvas de respostas dependentes da
concentragao para a fenilefrina e noradrenalina em anéis de aorta dos grupos controle
(veiculo) e incubados com NPS. A diferenca entre os grupos foi avaliada pela analise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni * p < 0,05 em
comparagao com as preparagdes incubadas com veiculo.
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Figura 15 — Efeito de doador exdégeno de 6xido nitrico, nitroprussiato de sédio (NPS),
nas curvas de resposta dependentes da concentragao induzida por noradrenalina e
fenilefrina. O efeito de doador exdgeno de 6xido nitrico foi avaliado em aorta de ratos naive
previamente incubados com (veiculo) ou NPS (0,1 pM) por 30 minutos. Apds, foram
construidas curvas de resposta dependentes da concentragdo para a fenilefrina (a) e
noradrenalina (b). O painel (c) apresenta a % de reducao das respostas maximas induzidas
pela fenilefrina e noradrenalina na presenca de NPS. A linha tracejada em vermelho
representa a média da % de redugao para a fenilefrina e noradrenalina. Os valores mostram
a média + erro padrdao da média (n=6-7) obtidos dos grupos experimentais. A diferenga entre
os grupos foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo pés-teste
de Bonferroni, painéis (a-b). * p < 0,05 em comparagao com as preparag¢des incubadas com
veiculo. Para o grafico (c) a diferenga foi avaliada por meio de teste t de Student. Foram
considerados diferentes valores de p < 0,05 conforme indicado no gréfico.
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Figura 16 — Registros tipicos de experimentos em anéis de aorta de ratos controle
incubados com NPS. CCRs para a PE (a) e (b) NE em anéis de aorta incubados com NPS
0,1 uM por 30 minutos. (c) e (d) Apds 1 hora de estabilizagéo foi avaliada a viabilidade do
tecido através da contragdo com KCIl 120 mM, apds mais um periodo de estabilizagao de 30
minutos foi verificada a presenga de endotélio funcional através do relaxamento com
Acetilcolina (ACh) sobre o platé de contragédo da PE. (Relaxamento igual ou superior a 80%)
indicando a integridade do endotélio. Em seguida os anéis foram estabilizados por 30 minutos
e incubados com NPS (0,1 pM) por 30 minutos. Apos foram realizadas adi¢gdes de
concentragdes crescentes de PE (a) e NE (b) ilustrando a segunda onda de contragao para a
NE na presenca do NPS.
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4.6 SEGUNDA ONDA DE CONTRAGCAO INDUZIDA PELA NORADRENALINA EM
ANEIS DE AORTA

Neste bloco de resultados, demonstramos que, apds a classica curva de
resposta dependente da concentragao, a NE, ao atingir a Rmax (2,55 g, nesse conjunto
de experimentos) seguida pela fase de platd e um leve relaxamento inicia uma
segunda onda de contragao (média de 1,15 £ 0,2). Entretanto, o mesmo nao é visto
para o outro agonista do receptor ai-adrenérgico a PE ou acontece em proporgdes
muito menores (Figura 18) embora os dois ligantes em teoria compartiihem a mesma
via de transdugdo. Em seguida, consideramos avaliar esse efeito nos animais
sépticos, visto que essa resposta contratil parece contrastar com o quadro de
hiporresponsividade aos vasoconstritores.

6,0 ey o

5,5

5,0

4,5

Contragdo (g)

4,0

3,04

N

I
I
I
|
|
3,54 1
|
I
1
I
1

T T T T T T T T T T T
3h15min 3h20min 3h25min 3h30min 3h35min 3h40min 3h45min 3h50min 3h55min 4h00min 4h05min

Tempo

Figura 17 — Registro tipico de uma curva de resposta dependente da concentrag¢ao para
a noradrenalina. Ao lado esquerdo, a resposta contratil para as concentracdes crescentes e
cumulativas de noradrenalina (1nM a 300 uM) — Fase 1 — seguida pelo platd, e por uma
segunda onda de contracao — Fase 2 — registrada ao longo de 40 minutos.
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Figura 18 — A noradrenalina apresenta uma segunda onda de contragcao apds as curvas
de respostas dependentes da concentragao. (a) Valores referentes ao delta de contragao
apos 40 minutos do platd da resposta para a noradrenalina e fenilefrina. (b) Diferenga entre
as médias. Os painéis abaixo representam os tragados tipicos das curvas de resposta
dependentes da concentracao para a fenilefrina (c) e noradrenalina (d) em aortas de animais
controle. Resultados expressos como a média + E.P.M. A diferenga entre os grupos foi
avaliada pelo teste t de Student. Foram considerados diferentes valores de p < 0,05 conforme
indicado no gréfico.
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4.7 EFEITO BIFASICO DA NORADRENALINA EM AORTA DE ANIMAIS
SUBMETIDOS A CLP

Nesses experimentos, comparamos a magnitude do segundo efeito de
contragdo de ambos os agonistas PE e NE, apds as CCRs nos grupos controle e
sépticos. Como demonstrado na Figura 19b os animais submetidos a CLP também
apresentam um efeito bifasico para a NE (agonista endogeno). No curso de tempo de
6 h apos a CLP o delta de contracdo néo é reduzido se comparado ao observado em
artérias do grupo controle (médias 1,15 £ 0,28 para 1,37 + 0,34, para controle e CLP
6 h respectivamente). Curiosamente embora a resposta registrada em anéis do grupo
CLP 18 h n&do tenham diferido do controle, o delta de contragdo mostrou-se reduzido
quando comparado ao grupo CLP 6 h (0,91 + 0,42). Como demonstrado na Figura
19a a PE também né&o apresentou esse efeito bifasico no grupo séptico, enquanto no
grupo controle, como observado em outros conjuntos de experimentos, essa resposta
€ inexistente ou acontece em propor¢des muito menores.

Uma vez que ambos os vasoconstritores dependam de variacbes em
concentracdes intracelulares de calcio para induzir e manter seus efeitos contrateis,
os experimentos subsequentes foram desenhados para investigar o envolvimento do

calcio nas diferencas de respostas observadas.
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Figura 19 — A sepse nao impede o efeito bifasico da noradrenalina apés as curvas de
respostas dependentes da concentragdo. Valores referentes ao delta de contracdo apds
40 minutos do platé das curvas de respostas dependentes da concentragao para a fenilefrina
(a) e noradrenalina (b) nos grupos controle e sépticos. Resultados expressos como a média
+ E.P.M. (n = 6-27 por grupo). A diferenga entre os grupos foi avaliada pela analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey. Foram considerados
diferentes valores de p < 0,05 conforme indicado no grafico.
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4.8 CONTRATILIDADE INDUZIDA POR FENILEFRINA E NORADRENALINA EM
MEIO LIVRE DE CALCIO

Nosso intuito neste bloco de experimentos foi explorar se ha alteragbes em
mecanismos envolvendo a liberagao de calcio na sepse. Para isso, submetemos o
vaso a condicao experimental em que se tem deplecao do calcio proveniente do meio
extracelular. Dessa forma, para a manutencao do ténus € necessario que o vaso utilize
o calcio proveniente do meio intracelular (reticulo endoplasmatico). A retirada de calcio
em 6 h apés a CLP nao foi capaz de alterar a resposta fasica para ambos os
vasoconstritores estudados, em comparagcdo com a aorta de animais controle.
Entretanto, em 18 h apds a CLP, a retirada do calcio provocou reducéo significativa
da contratilidade vascular induzida por PE e NE, com uma redugéo para a PE de 0,77
+ 0,08 em preparagdes controle para 0,21 £ 0.06 (grupo CLP 18 h) e para a NE os
valores foram na ordem de 0,95 + 0,06 em preparacdes controle para 0,37 + 0,04
(grupo CLP 18 h) (Figuras 20a, b).

Da mesma forma, a fase de sustentacado da contragcdo em meio isento de calcio
foi reduzida. A queda da fase tbnica apresentada pela PE apresentou um declinio nos
grupos sépticos 6 e 18 h apdés a CLP, valores expressos na ordem de 34,79 £ 3,23,
49,47 £ 3,83 e 58,29 £ 4,33 (grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h respectivamente).
Por outro lado, as respostas geradas pela NE nao foram reduzidas em 6 h apds a
CLP, no entanto em 18 h obtivemos redug¢ao na fase tbnica, como demonstram os
valores para os grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h, de 43,72 + 3,31, 49,38 £ 3,14 e
62,50 + 3,88 respectivamente (Figura 21a, b).

4.9 AVALIACAO DA ENTRADA DE CALCIO DO MEIO EXTRACELULAR INDUZIDA
POR FENILEFRINA E NORADRENALINA NOS GRUPOS CONTROLE E SEPTICOS

Com a finalidade de explorar alteragdes envolvendo o manuseio de calcio
proveniente do meio extracelular, os anéis adrticos foram mantidos em meio sem
célcio por 15 minutos e em seguida foram expostos a 1 yM de PE ou NE. Apés 10
minutos do platd da contragdo, adicionamos concentragdes crescentes de CaCla.
Nossos resultados indicam que, em anéis previamente expostos a PE, ocorreu uma
reducdo na CCR ao CaClzna ordem de 0,82 + 0,27 para 0,37 £ 0,13 e 0,15 £ 0,05 nos

grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h respectivamente. Da mesma forma, na contragao
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induzida por NE as CCR ao CaClz apresentaram valores de 1,03 + 0,35 para 0,63 +
0,21 para 0,32 £ 0,12 nos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h respectivamente. O
que nos indica que tanto a PE quanto a NE provoca uma redugao bastante intensa da
contratilidade vascular ao CaClz (Figura 22b).

A seguir consideramos explorar se a via de manutengcdo da contragao
mediada pelas proteinas RhoA/Rho-cinase estdo sendo moduladas de maneira
diferente pela PE e NE.
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Figura 20 — Reducgao da resposta contratil a vasoconstritores 18 h apés a CLP em aorta
de ratos mantidas em solugao nutritiva sem calcio. A aorta dos grupos controle, CLP 6 h
e CLP 18 h foram mantidas por 15 minutos em solugao nutritiva sem calcio e apds foi avaliada
a contracdo induzida por fenilefrina (a) e noradrenalina (b) na concentragao de 1 pM, em
seguida avaliamos as fases fasica da contracdo para a fenilefrina (a) e noradrenalina (b). A
diferenga entre os grupos foi avaliada pela analise de variancia ANOVA de uma via, seguida
pelo pos-teste de Tukey. Foram considerados diferentes valores de p < 0,05 conforme
indicado no gréfico.
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Figura 21 — Reducgao da fase tonica da contragcao para a fenilefrina e noradrenalina em
18 h apés a CLP em meio isento de calcio. A aorta dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18
h foram mantidas por 15 minutos em solugdo nutritiva sem calcio e apds foi avaliada a
contragdo induzida por fenilefrina (a) e noradrenalina (b) na concentracao de 1 uM, e
mensuramos a fase ténica da contracdo ponto a ponto a cada 30 segundos (a) fenilefrina e
(b) noradrenalina. A diferenga entre os grupos foi verificada pela ANOVA de uma via seguida
pelo pés-teste de Tukey. * indica p < 0,05 em comparagéo ao controle. # indica p < 0,05 em
comparagao com o grupo CLP 6 h.
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Figura 22 — Redugao da responsividade vascular para o CaCl. em anéis de aorta de
animais sépticos pré contraidos com fenilefrina e noradrenalina. Foram utilizados anéis
de aorta de ratos dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h mantidos por 15 minutos em liquido
sem calcio e contraidas com 1 uM de fenilefrina (a) e noradrenalina (b) seguida da construcao
de curvas de respostas dependentes da concentragdo para o CaCl,. Resultados expressos
como a média * erro padrdo da média (n=5- 6) por grupo. A diferenga entre os grupos foi
verificada pela ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni. * indica p < 0,05
em comparagao ao controle. # indica p < 0,05 em comparagéo com o grupo CLP 6 h.

410 EFEITO DO COMPOSTO Y-27632 NAS CURVAS DE RESPOSTAS
DEPENDENTES DA CONCENTRACAO PARA A FENILEFRINA E
NORADRENALINA

Para avaliar a participacdo da via de sensibilizacdo ao calcio, utilizamos o
composto Y-27632 (inibidor seletivo da ROCK) nos grupos controle e sépticos. Nota-
se que os anéis aorticos incubados com o composto Y-27632 nas concentracdes de
0,3 uM e 1 uM apresentaram reduc¢des da contratilidade vascular para a PE, na ordem
de 122 + 0,32 para 0,87 £ 0,21 € 0,62 + 0,17 (grupo veiculo, composto Y-27632 0,3 e
1 uM respectivamente). Por outro lado, as respostas geradas pela NE na presencga do
composto Y-27632 apresentaram redugcées menores, em magnitude de 1,43 + 0,29
para 1,20 + 0,26 para 0,89 + 0,22 (grupo veiculo, composto Y-27632 0,3 e 1 yM
respectivamente) (Figuras 23a, b). Isso se reflete na porcentagem de reducéo das
Rmax, conforme pode ser observado na Tabela 5. Ao explorar a participacédo desta via
na sepse, em 6 h apdés a CLP, os resultados demonstram que o bloqueio com o
composto Y-27632 foi capaz de reduzir os valores de Rmax para os dois

vasoconstritores, conforme observado na tabela 5 e Figuras 23c, d. Com a evolugéo
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do quadro séptico é notavel que a inibicao desta via torna os anéis aorticos muito
menos responsivos a PE, provocando reducgdes de 0,45 + 0,12 para 0,29 + 0,07 para
0,13 £ 0,02 (grupo CLP 18 h -veiculo composto Y-27632 0,3 e 1 yM respectivamente).
Da mesma forma as respostas induzidas pela NE foram capazes de provocar
reducdes na ordem de 0,85 + 0,20 para 0,66 + 0,15 para 0,19 + 0,04 (grupos CLP 18
h -veiculo composto Y-27632 0,3 e 1 uM respectivamente). O que nos indica que na

sepse a NE parece depender muito mais dessa via (Figuras 23e, f).

4.11 AVALIAGAO DO BLOQUEIO POR 30 MINUTOS COM O COMPOSTO Y-27632
NO EFEITO BIFASICO INDUZIDO PELA NORADRENALINA

Exploramos o impacto do bloqueio com o composto Y-27632 no efeito bifasico
induzido pela NE. Dessa forma, apds as CCRs mensuramos o delta da contracado do
segundo efeito da NE apds 40 minutos. Os resultados apresentados na Figura 25a
demonstram que o bloqueio por 30 minutos com o composto Y-27632 nas
concentracdes de 0,3 uM e 1 yM nao impediu o efeito bifasico nas preparacdes
controle (veiculo). Da mesma forma, o bloqueio por 30 minutos com o Y-27632 no
grupo CLP 6 h também nao foi capaz de atenuar o efeito bifasico (Figura 25b). Por
outro lado, quando mensuramos o efeito bifasico da NE no grupo CLP 18 h a Figura
25c¢ demonstra que o bloqueio com o composto Y-27632 na concentragao de 1 uM foi
capaz de provocar reducao no delta do efeito bifasico da NE em comparagao com as

preparacgdes incubadas com o veiculo-CLP18 h.
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Figura 23 - Efeitos do bloqueio da Rho-cinase sobre as curvas de respostas
dependentes da concentragcao para a fenilefrina e noradrenalina. Foram obtidos anéis
dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h na presenga e auséncia do composto Y-27362 nas
concentracoes de 0,3 e 1 uM. Resultados expressos como a média * erro padrao da média
(n=4-9). A diferenga entre os grupos foi verificada pela analise de varidncia (ANOVA) de duas
vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni. * indica p < 0,05 em comparagdo com o grupo
controle. # indica p < 0,05 em comparagédo com o grupo CLP 6 h.
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4.12 EFEITO DO BLOQUEIO DA ENTRADA DE CALCIO SOBRE AS CURVAS DE
RESPOSTAS DEPENDENTES DA CONCENTRACAO PARA A FENILEFRINA E
NORADRENALINA

A entrada de calcio proveniente do meio extracelular € uma pecga importante
para a manutencdo da contracdo do musculo liso vascular. Ao avaliar a sua
participacdo na contratilidade vascular induzida por PE e NE, nossos resultados
demonstram que ao contrario do que observamos para o composto Y-27632 a
incubagado com a nicardipina no grupo controle, apresentou valores de 1,14 £ 0,27 g
para 0,62 + 0,16 g (grupo veiculo e incubado com a nicardipina 0,1 uM) para a
fenilefrina, da mesma forma, as respostas geradas pela NE foram de 1, 27 + 0,30 g
para 0,74 + 0,18 g (grupo veiculo e incubado com a nicardipina 0,1 uM) (Figuras 24a,
b), demonstrando que o bloqueio com a nicardipina afetou a Rmax de maneira
semelhante para ambos os vasoconstritores, conforme demonstrado na Tabela 5. Da
mesma forma, no grupo CLP 6 h houve redug¢ao da Rmax para os dois vasoconstritores
avaliados (Figura 24c, d). As reducdes das Rmax podem ser observadas na Tabela 5,
que demonstra que o padrao de reducéao foi semelhante para o grupo CLP 18 h entre
a PE e a NE com redugdes de 0,45 + 0,12 g para 0,20 + 0,16 gparaa PEe 0,80 £ 0,8
ge 0,42 £ 0,08 g para a NE (Figuras 24c, d). Assim, observamos que o bloqueio com

a nicardipina afetou de maneira similar a resposta dos dois vasoconstritores.
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Figura 24 — O bloqueio da entrada extracelular de calcio com a nicardipina reduz as
curvas de respostas dependentes da concentragcao para ambos os vasoconstritores
nos grupos controle e sépticos. Foram utilizados anéis de aorta de ratos dos grupos
controle, CLP 6 h e CLP 18 h, incubados por 30 minutos com a nicardipina e em seguida
foram construidas curvas de respostas dependentes da concentragéo para a fenilefrina (a) e
noradrenalina (b). Resultados expressos como a média * erro padrao da média (n=5-9) por
grupo. A diferenga entre os grupos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) de duas
vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni. * indica p < 0,05 em comparagdo com o grupo
controle.
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Tabela 5 — Inibicdo das respostas maximas induzidas por fenilefrina e noradrenalina.

Fenilefrina Noradrenalina

Controle

0,3 uM Composto Y-27632 30,31 +0,13 21,59+ 12,48

1 UM Composto Y-27632 4527 + 0,17 29,37 + 20,47

0,1 UM nicardipina 41,25 £ 8,49 41,73 £ 5,66
CLP 6 h

0,3 uM Composto Y-27632 30,21 + 20,26 17,15+ 9,24

1 UM Composto Y-27632 67,79 + 22,54 58,13 + 20,26

0,1 uM nicardipina 44 93 + 8,45 30,14 + 3,03
CLP 18 h

0,3 uM Composto Y-27632 43,57 + 16,49 35,33 + 23,96

1 uM Composto Y-27632 76,05 £ 19,01 69,80 £ 24,76

0,1 uM nicardipina 61,17 £ 8,21 51,79+ 7,94

Os resultados apresentam a % de inibicdo da resposta maxima das curvas de respostas
dependentes da concentragdo em preparagdes incubadas com o composto Y-27632 (0,3 uM),
composto Y-27632 (1 uM) e nicardipina (0,1 yM) dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 hem
comparagao com as preparagdes incubadas com veiculo.

4.13 AVALIAGAO DO BLOQUEIO POR 30 MINUTOS COM A NICARDIPINA SOBRE
O EFEITO BIFASICO INDUZIDO PELA NORADRENALINA

Averiguamos a participacao da nicardipina sobre o efeito bifasico da NE. Dessa
forma, apds 30 minutos do bloqueio com a nicardipina foram construidas CCRs e ao
atingir o platd, mensuramos o delta de contragdo apds 40 minutos. Os resultados
demonstram na Figura 25d, e, f que o efeito bifasico da NE perdurou mesmo apos o
bloqueio dos canais de calcio com a nicardipina tanto no grupo controle quanto
séptico. Um dos nossos questionamentos foi se a nicardipina poderia estar perdendo
o efeito em virtude do tempo, por essa razao em um experimento piloto incubamos a
nicardipina por 5 minutos no grupo controle e em seguida construimos CCRs e
mensuramos o delta do efeito bifasico apdés 40 minutos, no entanto mesmo

bloqueando por 5 minutos o efeito nao foi atenuado (dados ndo mostrados).
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Figura 25 — Efeitos do bloqueio das vias Rho-A/Rho-cinase e entrada de calcio na
resposta bifasica induzida pela noradrenalina. Apds o bloqueio por 30 minutos da via de
sensibilizacdo ao calcio com o composto Y-27632 (0,3 uM) e o composto Y-27632 (1 uM) e
da entrada de calcio extracelular com a nicardipina (0,1 uM) foram construidas curvas de
respostas dependentes da concentragéo para a NE e apds 40 minutos o delta da resposta foi
mensurado. Resultados expressos como a média + erro padrdo da média. Nos painéis (a), (b)
e (c) a diferenga estatistica foi verificada através do teste de analise de varidancia ANOVA de
uma via seguida pelo pos-teste de Dunnet. Foram considerados diferentes valores de p < 0,05
conforme indicado no grafico. Nos painéis (d) (e) e (f) foi realizado o teste t de Student.

414 EFEITO DO BLOQUEIO DA ENTRADA DE CALCIO EXTRACELULAR
DURANTE A CONTRACAO COM FENILEFRINA E NORADRENALINA

Uma vez que os mecanismos contrateis ja estejam ativados e a contratilidade
esteja em funcionamento, qual o efeito do bloqueio dos canais de calcio? Essa foi a
pergunta que abriu espago para a nossa proxima sequéncia de experimentos e
resultados. Dessa forma, os anéis adrticos foram previamente contraidos com 300 uM
de PE/NE e assim que a contracdo foi iniciada blogueamos a entrada de calcio
extracelular com a nicardipina. Nossos resultados demonstram que nas preparagoes
controle a PE foi capaz de sustentar a contracao, no entanto quando adicionamos a
nicardipina as respostas foram reduzidas, tanto nos grupos controle quanto sépticos.
Um experimento piloto demonstrou que quando adicionamos o L-NAME concomitante
com a nicardipina as respostas geradas pela PE foram restauradas nos grupos
controle e sépticos (controle n= 4; CLP 6 h n=5 e CLP 18 h n=2). A estimulagéo
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induzida por NE além de ter mantido o tébnus nas preparacdes controle, quando
adicionamos a nicardipina nao foi suficiente para provocar o relaxamento das
preparagdes mesmo em anéis de aorta proveniente de animais sépticos (que ja
apresenta redugao no ténus vascular).

Neste bloco de experimentos fica a pergunta, o que acontece a nivel de
receptor quando este é estimulado através de pequenas concentracdes ou quando é

estimulado por uma unica concentragao?
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Figura 26 - Efeitos da nicardipina sobre a contragdo induzida por fenilefrina e
noradrenalina. Os anéis de aorta foram contraidos com 300 uM de PE/NE e em seguida foi
adicionado a cuba 0,1 uM de nicardipina. As respostas foram mensuradas apés 40 minutos.
Resultados expressos como a média * erro padrao da média n=5-7 por grupo. O grafico ao
lado representa o dot plot dos pontos individuais da contragdo induzida por PE e NE sem a
presencga de nicardipina. A diferenga entre os grupos foi avaliada pela analise de variancia
ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey. Foram considerados diferentes valores
de p < 0,05 conforme indicado no grafico.
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Figura 27 - Tragcados tipicos, demonstrando a contragao vascular induzida por
fenilefrina e noradrenalina na presenc¢a de nicardipina. Imagens de registros tipicos das
aortas provenientes dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h oriundas do mesmo animal de
cada grupo. Apods a realizagdo dos protocolos experimentais descritos no item 3.2.3. As
preparagdes foram estimuladas com PE/ ou NE na concentragao de 300 yM, assim como
indicado na seta e logo que iniciou a fase ténica adicionamos nicardipina (0,1 uM). Apos 40
minutos as respostas foram mensuradas.
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4.15 INVESTIGACAO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NO EFEITO BIFASICO
DA NORADRENALINA

Uma questdo chave € por qual mecanismo a NE esta conduzindo o efeito
bifasico. Nossos resultados demonstram que o TEA (bloqueador ndo seletivo dos
canais de K* ativados por Ca?*) ndo foi capaz de atenuar o efeito bifasico, assim como
o bloqueio com a glibenclamida (bloqueador dos canais de K* dependentes de ATP),
TRAM-34 (bloqueador de canais de potassio ativados por Ca2* de condutancia
intermediaria) e a 4- aminopiridina (bloqueador de canais de potassio dependente de
voltagem), demonstrando que este parece nao ter envolvimento dos canais de K* pelo
menos na aorta de animais controle (Figuras 28a, b, c, d)

Também exploramos a possibilidade deste efeito ser mediado pelo calcio
proveniente do reticulo endoplasmatico. O bloqueio com a tapsigargina (inibidor da
Ca?* ATPase), logo apos as CCRs, nao foi capaz de atenuar o efeito bifasico induzido
pela NE. (Figura 28e). Da mesma forma, o bloqueio por 30 minutos com a
tapsigargina antes das CCRs para a NE n&o foi capaz de atenuar o efeito (dados nao
mostrados). Em conjunto estes resultados demonstram que este mecanismo
possivelmente ndo é atribuido ao calcio proveniente do reticulo endoplasmatico

A investigacao do envolvimento do receptor p-adrenérgico no efeito bifasico
demonstrou que o bloqueio com o propranolol (bloqueador B-adrenérgico nao seletivo)
logo apos as CCRs ndo impediu o efeito bifasico, nas preparagdes controle, o que nos
indica que o efeito possivelmente ndo esta sendo mediado por esses receptores
(Figura 28f). Uma outra possibilidade seria que em grandes concentragdes a NE
poderia ativar receptores az-adrenérgicos, no entanto quando bloqueamos estes com
a ioimbina o efeito bifasico foi mantido (dados ndo mostrados).

Também avaliamos a possibilidade desse efeito estar sendo mediado pela
entrada do ligante (NE) na célula, através dos transportadores catiénicos-3. Utilizamos
a corticosterona como bloqueador e demonstramos uma redug¢ao do efeito bifasico
tanto no grupo controle, quanto séptico 6 h apés a CLP, o que nos indica, que esse
pode ser um dos caminhos pelos quais o efeito ocorre.

De maneira contraria ao observado com o bloqueio da nicardipina 30 minutos
antes das CCRs, ao avaliarmos o efeito do bloqueio da entrada de calcio logo apos o
término das CCRs, nossos resultados demonstram que o bloqueio com a nicardipina

foi capaz de impedir o efeito bifasico nos grupos controle e sépticos 6 h apés a CLP.
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Ao avaliarmos a participacado da via de sensibilizacdo ao calcio Rho-A/Rho-
cinase, um ponto importante a ser considerado € que de maneira oposta ao observado
com o bloqueio antes das CCRs, o bloqueio dessa via apés as CCRs demonstra
reducdo no efeito bifasico em todos os grupos experimentais e de maneira mais

evidente na aorta de animais sépticos.
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Figura 28 — Avaliagdao dos mecanismos envolvidos no efeito bifasico da noradrenalina.
Apos as curvas de respostas dependentes da concentragao para a noradrenalina e ao atingir
o platdé as preparacdes foram incubadas com glibenclamida 10 M (a), 4-AP 1 mM (b), TEA
10 mM (c), TRAM-34 10 uM (d), tapsigargina 100 uM (e) e propranolol 1 uM (f) e apds 40
minutos foi mensurado o delta de contragdo. Resultados expressos como a média % erro
padrao da média. A analise estatistica foi verificada pelo teste t de Student.
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Figura 29 — Avaliagdao do efeito bifasico da noradrenalina nos grupos controle e
sépticos. Apds as curvas de respostas dependentes da concentragido para a noradrenalina e
ao atingir o platd as preparagdes dos grupos controle, CLP 6 h e CLP 18 h foram incubadas
com corticosterona 100 uM (a), nicardipina 0,1 uyM (b), e composto y-27632 1 uM (c) e apds
40 minutos foi mensurado o delta de contragdo. Resultados expressos como a média + erro
padrdao da média. A diferenga foi verificada pela analise de variancia ANOVA de uma via
seguida pelo pos teste de Tukey. Foram considerados diferentes os valores de p < 0,05

conforme indicado no gréfico.
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5 DISCUSSAO

Uma das maneiras para se avaliar a eficacia de um agonista, &€ por meio de
curvas do tipo cumulativa de concentragao-resposta (CCR). Ao se construir tais curvas
a medida que é aumentada a concentragao do ligante em um espaco de tempo, tem-
se também o aumento do efeito referido, até que seja alcangado o efeito maximo,
seguido pela fase de platdé. Por um prisma historico, a interagao ligante-receptor e o
desdobramento em vias de sinalizagao tem sido tratada de forma monaotona, ou seja,
o sinal é transmitido a célula pelo complexo agonista-receptor em intensidades
variadas, de acordo com a eficacia do ligante bem como das propriedades do sistema,
isto €, do numero de elementos produtores de estimulos (receptores) (KENAKIN,
2021). Neste trabalho, avaliamos de maneira temporal a via de transdug&o do receptor
at-adrenérgico na aorta com dois agonistas, PE e NE, em estado fisiologico e de
doenca (sepse), em dois tempos pdés CLP, 6 h e 18 h. Com isso, mostramos que a
intensidade de resposta € modulada pela concentragdo do ligante e a interagcéo
ligante-receptor no espaco inserido (condigdes fisioldgicas ou de sepse) em virtude
do tempo, resultando na traducéo de vias intracelulares, que sao alteradas na sepse
de maneira diferenciada. Além disso, constatamos que estes agonistas apresentam
uma cinética de resposta diferente, na qual apds a classica CCR e ao atingir o platd,
a NE inicia uma segunda onda de contragéo, o que nao é visto ou acontece em menor
proporcdo para a PE. Exploramos também, a maquinaria contratil na sepse, através
da contracgao induzida com o CaClz. Nossos resultados demonstram que em 18 h apds
a CLP ha prejuizos na responsividade vascular ao CaClz e este & revertido por
inibidores das NOS.

O modelo de escolha para o nosso estudo foi o de ligadura e perfuragao do
ceco (CLP), o qual melhor se assemelha com a evolugao de um quadro clinico de
sepse em humanos (BAKER et al.,1983; SJAASTAD et al., 2020). Cabe destacar que
a padronizag&do do modelo experimental de sepse (CLP) utilizada no desenvolvimento
deste estudo foi realizada em trabalho anterior (Bernardelli et al., 2016). Dessa forma,
com a finalidade de otimizar a utilizacdo de animais, ndés ndo realizamos uma nova
curva de sobrevida. A analise hematologica apontou redugdo na contagem de
leucdcitos e aumento na contagem de granuldcitos, o que nos indicou que o modelo

foi capaz de produzir um estado inflamatério. Além do mais, os animais apresentaram
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sinais caracteristicos do modelo, tais como, letargia, piloeregcdo e secrecdo de
porfirina. Com base em trabalho anterior e dados da literatura, optamos por utilizar
animais naive como controle, em alusao ao estado fisiologico.

Ligantes distintos podem compartilhar vias de transdu¢do em comum, ao ativar
0 mesmo receptor. A ativagao do receptor ai-adrenérgico acoplado a proteinas Gq/11
por exemplo, resulta na ativagcao da fosfolipase C (PLC) e hidrdlise de fosfatidilinositol
4,5-bifosfato, gerando diacilglicerol e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3), ocorrendo a
liberacdo de ions de calcio e a ativacdo de mecanismos subsequentes, que irdo
resultar na contragéo vascular. Durante um insulto séptico, o receptor ai-adrenérgico
responsavel pela transducdo de sinal e consequente contracdo do musculo liso
vascular, até entdo alocado em um ambiente celular fisiologico, € exposto a uma
condigdo patologica (sepse). Por conseguinte, nesse novo contexto celular, uma
caracteristica bem documentada e associada a esses receptores € 0 seu
envolvimento na hiporresponsividade vascular (PRICE et al., 1999; UMANS et al.,
1993; WURSTER et al.,, 1994; CHEN; WU; YEN, 1994). No presente estudo,
avaliamos a capacidade de contracdo da aorta através da ativagao do receptor ai-
adrenérgico por meio de CCR para a PE e NE, demonstrando que o grau de
hiporresponsividade € mais acentuado quando o receptor é ativado pela PE do que
quando ativado por NE (Figura 9a, b). Além disso, demonstramos que o prejuizo
vascular observado, depende do tempo de progresséo da sepse, o que esta de acordo
com trabalhos anteriores (WURSTER et al.,, 1994; CHEN; WU; YEN, 1994;
BERNARDELLI et al., 2016).

O comprometimento da capacidade de resposta adrenérgica, seja devido a
reducao de receptores ou em decorréncia da fungéo reduzida destes (subsequente a
interacédo fisica ligante-receptor), ou ainda devido a falha na via de transducgéao, resulta
na perda do ténus vascular. Segundo Roth e Spitzer (1987), outras possibilidades
podem incluir diminuicdo da sintese de receptores, aumento da degradagao ou
modificagdo covalente destes. No presente trabalho, ndo encontramos reducdo na
densidade basal do receptor ai-adrenérgico marcado com o repérter fluorescente
BODIPY FL-prazosina nos grupos submetidos a CLP, quando comparado ao grupo
controle (Figura 10), embora trabalhos anteriores demonstrem redugéo no numero de
receptores em aorta (CARCILLO et al., 1988). Além disso, trabalhos explorando
alteracdes metabodlicas no figado de animais sépticos, demonstraram redugé&o no

numero total de receptores ai-adrenérgico neste 6rgdo, sem alterar a afinidade de
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ligacdo (MCMILLAN; CHERNOW; ROTH,1986; ROTH; SPITZER, 1987). Ainda, um
trabalho publicado por Hwang et al., (1993), demonstrou alteragdes no trafego de
receptores ai-adrenérgicos no figado de ratos sépticos, no qual, no inicio da sepse
ocorre a externalizacao destes receptores, enquanto em fases mais tardias sao
internalizados. Dessa forma, sabendo que a BODIPY FL-prazosina é permeavel na
célula (MACKENZIE et al.,, 2000), uma alternativa plausivel € de que o ligante
fluorescente, além de marcar os receptores de membrana, estaria marcando os
receptores intracelulares e, com a metodologia adotada em nosso estudo, ndo €&
possivel explorar a localizagao subcelular destes receptores. Porém, cabe elencar que
independentemente disso, as condi¢cdes experimentais foram as mesmas para a PE
e a NE. Dessa forma, alteragdes no numero de receptores ndo seria uma justificativa
para os resultados descritos até entao.

Nas células musculares lisas além da ativagdo de segundos mensageiros, a
contracao pode ser induzida por meio da ativacao direta do acoplamento mecanico
em resposta a despolarizagdo. Esse mecanismo aumenta a abertura de canais de
calcio dependentes de voltagem, ocasionando o influxo de calcio na célula. O calcio,
além de modular a fungdo contratil, regula sua prépria concentragdo no citoplasma
(CARL; LEE; SANDERS, 1996). Assim, elevacdes nas concentragdes de calcio para
o interior da célula irdo promover a sua ligagao a proteina calmodulina e, uma vez que
este complexo € formado, as interagdes irdo culminar na ativagao da cinase de cadeia
leve da miosina (MLCK), que por sua vez, vai fosforilar a miosina fosfatase, resultando
no mecanismo de contragéo vascular (WEBB, 2003). Nossos resultados demonstram
um efeito da sepse na mecanica contratil do musculo liso vascular induzida por CaClz
18 h apds a CLP, nos permitindo concluir que em periodos mais tardios da sepse,
independente do ligante utilizado, ha prejuizos na contratilidade vascular (Figura 9).
Estudos anteriores trabalharam nesta mesma linha de pesquisa e atribuiram que em
fases mais tardias da sepse, a propria maquinaria contratil € prejudicada (PRICE et
al., 1999). Nesse sentido, € possivel sugerir algumas possibilidades: as células do
musculo liso vascular de fato ndo estdo sendo capazes de contrair em virtude de um
efeito direto da sepse, ou pode haver prejuizos em mecanismos envolvendo o influxo
de calcio para o interior da célula.

Em adicdo ao papel do calcio nos mecanismos contrateis, o aumento
intracelular deste ion nas células endoteliais vasculares resulta na liberagdo de NO

através de interagbes com a calmodulina, caveolina, a NOS endotelial (eNOS) e a
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tetrahidrobiopterina (FRANSEN et al.,2012). Além disso, € importante mencionar que
o caminho fisiolégico para a produgaéo de NO em resposta a tensao de cisalhamento,
por exemplo, é a fosforilagdo da eNOS (DIMMELER et al., 1999). Ainda, o NO pode
ser produzido por trés diferentes isoformas, produto de diferentes genes e com
diferentes localizagdes, regulagdes e propriedades cataliticas (ALDERTON,
COOPER, KNOWLES, 2001), sendo elas: NOS endotelial (eNOS) (LAMAS et al.,
1992; MARSDEN; SCHAPPERT; CHEN, 1992) encontrada em células endoteliais
vasculares; NOS neuronal (nNOS) (BREDT; HWANG; SNYDER, 1990), expressa
predominantemente no tecido neuronal, no entanto também é encontrada em células
do musculo liso vascular (BROPHY et al., 2000; BOULANGER et al., 1998); e a NOS
induzida (iNOS) (SHERMAN et al., 1993; CHARLES et al.,, 1993), podendo ser
induzida em uma variedade de células e tecidos, controlada por mediadores
inflamatdrios e citocinas, e que é capaz de produzir grandes quantidades de NO
(CIRINO; FIORUCCI; SESSA, 2003). Uma vez produzido, o NO se difunde em trés
dimensdes ao longo das células, passando facilmente por membranas de células
vizinhas, onde pode provocar uma série de efeitos (MILLER; MEGSON, 2007). Essa
capacidade confere ao NO um importante papel como mediador da comunicagao
entre o endotélio e o musculo liso vascular.

Como descrito na literatura, demonstramos que NO interfere na contratilidade
vascular mediada por PE e NE, uma vez que ao bloquearmos as NOS com L-NAME
(um inibidor ndo seletivo), este foi capaz de aumentar a responsividade vascular para
estes vasoconstritores em anéis de aorta de animais nao sépticos, sugerindo um efeito
mediado pela eNOS, uma vez que o bloqueio das isoformas nNOS e iINOS nao tiveram
efeito sobre a CCR desses vasoconstritores (Figura 11). Por outro lado, o bloqueio
com L-NAME ndo aumentou a responsividade vascular ao CaClz, o que nos sugere
que em preparagdes controle a contracao através do CaClz pode nao estar sendo
suficiente para ativar a eNOS. Assim como observado para os agonistas dos
receptores ai-adrenérgicos, o bloqueio das isoformas nNOS e iINOS n&o teve efeito
sobre a contracdo mediada pelo CaClz (Figura 11).

De forma intrigante, em 6 h apds a CLP, o bloqueio das 6xido nitrico sintases
induzida e neuronal, aumentou a responsividade vascular para a PE, mas nao para a
NE e o CaClz, apesar de ter ocorrido um aumento na responsividade vascular para
todos os vasoconstritores quando utilizamos L-NAME, inclusive para o CaClz o que

nos indica que possivelmente esta ocorrendo um aumento do NO em 6 h apés a CLP
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(Figura 12). Existem poucos relatos na literatura desta modulagao diferencial frente a
inibidores das 6xido nitrico sintases. Um estudo publicado em 2003 mostrou que em
ramos de artéria mamaria de mulheres submetidas a mastectomia, o bloqueio do NO
com L-NAME nao apresentou efeito modulador nas contragcdes induzidas por NE, mas
provocou um aumento nas contragdes induzidas por PE em preparacdes com e sem
endotélio funcional, apesar de ambas compartilharem da mesma via de transducao.
Além disso, 0 mesmo estudo demonstrou que a adicdo de propranolol ndo afetou a
CCR da NE nas preparagdes estudadas e que ambos os vasoconstritores de fato
exercem seus efeitos via receptores ai-adrenérgicos (PESIC et al., 2003).

Por outro lado, em um tempo maior de evolugéo do quadro séptico (18 h apds
a CLP), demonstramos que o bloqueio das NOS aumentou a resposta maxima para
todos os vasoconstritores estudados, tanto os dependentes da ativacdo dos
receptores a, como o obtido através do CaClz, mostrando a susceptibilidade da fungao
contratil ao aumento de NO proveniente das trés isoformas estudadas (Figura 13).
Conforme apontado por Fernandes et al., (2009), a sepse € uma condigdo que muda
com o passar do tempo. Dessa forma, € mesmo de se esperar que o cenario celular
esteja diferente de acordo com a evolugdo da sepse. Nesta perspectiva, eles
demonstraram um aumento nos niveis de expressdo da GCs e um consequente
aumento da sua atividade na fase tardia da sepse, podendo contribuir para os efeitos
vasculares observados. Embora ndo tenhamos avaliado a expressao das NOS, bem
como de estruturas alvos do NO, nossos dados funcionais permitem considerar que
as 3 isoformas estdo ativas nesta fase avaliada e que o NO esta envolvido no processo
de hiporresponsividade. De maneira contraria, Wang et al., (2004) demonstrou que o
L-NAME falhou em aumentar a responsividade vascular para a NE, concluindo que a
contratilidade das células musculares lisas é reduzida na sepse sem envolvimento da
INOS. Além disso, Heesen, Hotchkiss e Karl (1994), mostraram que apés a CLP, a
adicdo de L-NAME falhou em restaurar a contragdo provocada por PE em anéis
aorticos. No entanto, nés demonstramos que o bloqueio das NOS foi capaz de
aumentar a responsividade vascular para todos os vasoconstritores avaliados.

Uma alternativa para explicar as diferencas descritas entre os dois
vasoconstritores seria, por exemplo, a de que a PE poderia induzir uma maior
producao de NO na célula. No entanto, quando incubamos a aorta de animais naive
com doador exogeno de NO, nitroprussiato de sédio (NPS) por 30 minutos, e

construimos CCRs para a NE e PE, nossos resultados revelaram diferengcas de um
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vasoconstritor para o outro quanto a sensibilidade ao NO. O NPS é um agente
relaxante independente de receptor de membrana e tem seu efeito atribuido a agao
direta sobre o musculo liso vascular (KREYE et al.,, 1975). O NO liberado pelo
endotélio, ou gerado pelo préprio metabolismo de doadores de NO, induz a
hiperpolarizagao da membrana, estimulando a atividade da GCs, e assim aumentando
a sintese de GMPc (ARNOLD, 1977), o qual desencadeia uma cascata de eventos
que resulta na redugdo do calcio citosdlico e, como consequéncia, promove 0
relaxamento do musculo liso vascular. Bonaventura et al., (2008), demonstrou que o
relaxamento e a diminuicido de calcio induzido pelo NPS nas células do musculo liso
vascular sdo potencializados pela producado endotelial de NO, devido a ativagao da
NO sintase endotelial pelo NPS. Além disso, € importante mencionar a ativacédo da
GCs pelo NO através do grupamento heme presente na enzima (CRAVEN;
DERUBERTIS, 1978; STONE; MARLETTA, 1994). A hipotese de que a PE poderia
estar induzindo uma maior producdo de 6xido nitrico ndo pode ser refutada, mas
também é possivel pensar em aspectos mecanicistas tanto da interagéo fisica com o
receptor, como aspectos referentes a propria via de transduc¢do, uma vez que na
presenca do NPS a sensibilidade da PE foi diferente da NE.

Tendo em vista que os mecanismos/as etapas envolvidas através da interacéo
ligante-receptor € de natureza mais complexa e constitui um efeito em cascata,
quaisquer alteragdes em qualquer componente dessa cascata de transducao podem
reduzir a resposta a estimulacdo adrenérgica (PRICE et al., 1999). Levando em
consideragao que o calcio € um dos principais gatilhos principais para o inicio do
processo contratil, bem como para a sua manutencao, nés avaliamos o envolvimento
do calcio em resposta a PE e NE nas fases fasica e tbnica da contragdo nos grupos
controle e sépticos. A resposta ao calcio € atribuida a dois mecanismos distintos. O
primeiro envolve uma resposta transitoria, conhecida como fase fasica da contracéao,
e 0 segundo depende de um componente lento e sustentado, também conhecido
como a fase tdnica (nesse estagio ocorre o influxo de calcio do espago extracelular e
a ativagdo de uma via de sensibilizagdo ao calcio) (MITA; WALSH, 1997;
NOBE; PAUL, 2001). Nossos resultados apontam uma redugao no delta de contragéo
da fase fasica para ambos os vasoconstritores em 18 h apés a CLP (Figura 20),
indicando que a liberagdo de calcio dos estoques intracelulares dos locais de
armazenamento pode estar reduzida na sepse, ou ainda pode-se atribuir a um efeito

da sepse na propria liberacao de calcio. Assim como observado na fase fasica, houve
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uma reducdo na manutencgao do estado contratil para a PE, quando avaliamos a fase
de sustentacdo, em 6 h apds a CLP. No entanto, neste mesmo tempo as respostas
nao foram reduzidas para a NE. Por outro lado, em 18 h apés a CLP, houve um
declinio das respostas para ambos os vasoconstritores (Figura 21). Nesse sentido, é
possivel pensar na via de sensibilizacdo ao calcio, que devido a reducao deste ion,
pode nao estar sendo totalmente ativada. Além disso, ha redug¢ao da contratilidade
vascular ao CaCl2 em 6 e 18 h apds a CLP, quando os vasos séo estimulados com
PE e NE. Porém, ndo é possivel inferir se essa redugao € devido a falhas na entrada
de caélcio ou na via de transducgao (Figura 22). No entanto, os resultados sugerem que
em meio isento de calcio, os dois vasoconstritores sdo afetados de maneira
semelhante, perdendo parte da diferenca antes observada.

Uma forga maior de contracdo n&do decorre somente em fungido do aumento
nas concentragdes intracelulares de calcio. Posto que a sensibilidade do aparelho
contratil ao célcio € uma engrenagem de contragdo tdo importante quanto as
mudanc¢as nas concentragdes intracelulares deste ion (BRADLEY; MORGAN, 1987).
A vista disso, é conhecido que em paralelo ao aumento intracelular de calcio, alguns
agonistas, como por exemplo a NE, serotonina, histamina e endotelina-1 (ET-1),
podem ativar a via de sensibilizagdo ao calcio (SAKURADA et al., 2001), composta
pelas proteinas Rho-A/Rho-cinase. Os genes Rho fazem parte da grande familia de
proteinas Ras, descobertos em 1985 em moluscos (MADAULE; AXEL, 1985). A
GTPase Rho-A é uma proteina G monomérica, e como a maioria das proteinas Rho
tipicas, sdo pequenas, apresentando de 190 a 250 residuos de aminoacidos
(WENNERBERG; DER, 2004). Elas se localizam predominantemente no citosol, com
uma pequena fragdo na membrana plasmatica (ADAMSON; PATERSON; HALL,
1992), e uma vez ativadas, se direcionam para a membrana plasmatica. Em seu
estado conformacional ativo ela € ligada a um GTP e assim como todas as GTPases,
elas atuam como interruptores entre esses dois estados. Esse processo é regulado
por fatores de troca de nucleotideos de guanina (GEFs) por proteinas ativadoras de
GTPase (GAPs) (AELST; D’SOUZA-SCHOREY, 1997). Um dos sistemas efetores da
Rho-A é a Rho-cinase (ROCK), tendo sido identificadas duas isoformas desta proteina
serina/treonina cinase, ROCK-l e ROCK-Il (NAKAGAWA et al., 1996). Assim, uma vez
que Rho-A é ativada, ela pode interagir com a ROCK, resultando na sua ativagao. A
ROCK ativada vai fosforilar a cadeia leve de miosina (AMANO et al., 1996), inibindo a

acao da miosina fosfatase (KIMURA et al., 1996). Como resultado a defosforilagdo da
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cadeia leve de miosina é inibida fazendo com que o processo contratil perdure por
mais tempo. Por isso, a via Rho-A/ROCK é conhecida como a via de sensibilizagao
ao calcio (HIRATA; KIKUCHI; SASAKI, 1992).

Evidéncias tem sugerido a interacdo entre duas vias antagbnicas, NO
RhoA/Rho-cinase, no qual o NO pode regular o tdnus vascular em parte através da
supressao da atividade da Rho-cinase (ROCK) (CARTER; BEGAYE; KANAGY, 2002).
Essa interagdo NO Rho-A/Rho-cinase fica ainda mais evidente, uma vez que é
demonstrado que o relaxamento induzido por NO e GMPc envolve a ativacdo da
fosfatase de cadeia leve da miosina no musculo liso arterial (ETTER et al., 2001).
Chitaley e Webb (2002) confirmam o papel da Rho-cinase na manutengdo da
contragdo induzida por agonista e demonstram que o relaxamento induzido por NO
enddgeno, ocorre principalmente através da inibicdo da atividade da Rho-A/Rho-
cinase. Poucos trabalhos na literatura exploraram a participacdo desta via na sepse.
Da Silva-Santos et al., (2009), demonstraram que embora os componentes da via
Rho-A/Rho-cinase sejam up-regulados em artérias mesentéricas de ratos
endotoxémicos, a capacidade de inibir a atividade da miosina fosfatase é
marcadamente reduzida. Para revisdo recente sobre o tema ver Hahmeyer e Silva-
Santos (2021).

Utilizando o composto Y-27632, nés demonstramos a participacado da via Rho-
A/Rho-cinase na contragdo da aorta induzida por PE e NE, no qual o bloqueio desta
via com o composto Y-27632 reduziu a contratilidade vascular de maneira mais
intensa para a PE do que para a NE em preparacgdes controle (Figura 23). Por outro
lado, nos animais submetidos a CLP o bloqueio desta via provocou uma redugdo mais
acentuada na contratilidade vascular tanto para a PE como para a NE. Neste caso, &
possivel pensar em uma participacao importante do NO inibindo a atividade da Rho-
cinase, e quando nés bloqueamos essa via que por sua vez ja estava reduzida, houve
um prejuizo ainda maior na contratilidade vascular, observada para ambos os
vasoconstritores. Ainda, € possivel sugerir que a NE depende mais dessa via e a
inibicdo nos animais sépticos é capaz de provocar uma redugao mais intensa na
contratilidade vascular em comparagcao com a PE. No entanto, essa possibilidade
precisa ser explorada por experimentos adicionais.

A organizacgéo espacial e o perfil temporal dos sinais de calcio dependentes
dos canais de calcio do tipo-L (Cav-L) sao essenciais para a fungéo celular adequada

(NAVEDO; AMBERG, 2013). Os canais de calcio ativados por voltagem sao proteinas
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transmembranares de superficie celular responsaveis por sinais de calcio
multifuncionais (ATLAS, 2014). Esta classe de canais compreende um grupo de
proteinas muito semelhantes, mas distintas, em relacdo a cinética, voltagem e
sensibilidade aos bloqueadores. E visto que os Cav-L desempenham uma funcéo
importante na regulacdo da pressao arterial e manutengdo do tdénus vascular
(MOOSMANG et al., 2003). Desse modo, o influxo de calcio sustentado através dos
Cav-L mantém um nivel ténico de vasoconstricdo, e ainda fornece uma base sobre a
qual substancias vasoativas enddégenas podem atuar para modular o diametro arterial
(SONKUSARE; PALADE; MARSH, 2006). Além disso, esses canais podem ser
modulados por varios sistemas de sinalizagdo e parecem ser ativados por
vasoconstritores que estimulem a via de sinalizacdo Gq11/G12/13, como por exemplo, a
NE (NELSON et al., 1988). Dessa forma, nos investigamos a participagdo dos Cav-L
na contratilidade mediada por PE e NE nos animais controle e sépticos. Utilizamos
como bloqueador a nicardipina, uma vez que estudos experimentais demonstraram
que ela € mais seletiva para o musculo liso vascular (PEPINE, 1989). Assim, o
bloqueio com a nicardipina reduziu a contratilidade vascular de maneira semelhante
para ambos 0s vasoconstritores nos animais controle e sépticos (Figura 24), o que
nos indica que a diferenca observada nao € proveniente da entrada de calcio do meio
extracelular.

Os sinais de calcio na célula sdo altamente organizados em relagédo ao tempo
€ espaco, e quando as células sao ativadas, particularmente por meio de receptores
que utilizam a via de sinalizacao do fosfatidilinositol, o nivel de calcio frequentemente
oscila com uma frequéncia que varia de acordo com a concentracdo do agonista
(BERRIDGE; DUPONT, 1994). Nesse sentido, até aqui investigamos as vias de
sinalizagao trabalhando em uma janela especifica de tempo e concentragao. A partir
dessa fase do estudo, exploramos o impacto de uma concentragao unica do agonista,
avaliando os efeitos das variaveis como o tempo e espaco celular (fisioldgico/sepse),
em relac&o ao influxo de calcio na célula, uma vez que a maquinaria contratil ja esta
em funcionamento, comparando a atividade dos agonistas PE e NE. Nossos
resultados demonstraram que quando o receptor é ativado com a NE, a sensibilidade
a nicardipina € muito menor, ndo havendo queda na responsividade vascular, mesmo
nos animais sépticos. Por outro lado, quando o receptor é ativado pela PE, ha uma
queda substancial da contratilidade vascular, ao longo do tempo, tanto nos grupos

controle quanto sépticos (Figura 27), como se a ligagao proveniente da interagdo com
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a PE fosse de natureza muito mais fraca, seja da interagdo com o receptor ou da
propria via de transducdo. Ainda, experimentos piloto demonstraram que essa
reducado pode ser revertida ao adicionar L-NAME concomitante com a nicardipina, o
que nos leva a sugerir que o efeito vasorrelaxante da nicardipina provavelmente tenha
uma participacao importante do NO, mais uma vez evidenciando a sensibilidade da
PE a esse sistema. Esse ultimo ponto, porém, carece de dados complementares.

Estudos explorando a interagcdo entre o NO e a contragdo das células
musculares lisas, indicaram um efeito direto do NO sobre a SERCA (Ca?* ATPase do
reticulo sarcoplasmatico), acelerando a recaptagéao de calcio para o interior do RS
(reticulo sarcoplasmatico) e inibindo indiretamente o seu influxo, o que por sua vez
culmina no relaxamento das células musculares lisas (COHEN et al., 1999; COHEN;
ADACHI, 2006). Ademais, o NO diminui a concentragcéo intracelular de calcio e
bloqueia as correntes através de canais de calcio dependentes de voltagem,
fornecendo a base para um mecanismo alternativo ou adicional de relaxamento do
vaso, pelo qual um nivel reduzido de calcio intracelular inibe a cinase de cadeia leve
da miosina e, portanto, a contragdo (BLATTER; WIER, 1994). Um grupo de pesquisa
liderado por Van Hove et al., (2009), utilizando aortas de camundongos, verificou que
o NO induziu o relaxamento vascular através de dois caminhos, no qual um
mecanismo envolveu a recaptacao de calcio para o interior do RS e o outro a formagao
de GMPc estimulada por GCs, causando relaxamento sem alterar o calcio intracelular,
presumivelmente pela dessensibilizacdo do aparelho contratil. Esse mecanismo foi
atribuido ao influxo de calcio via canais do tipo-L, uma vez que bloqueadores desse
canal aumentaram a eficacia vasodilatadora do NO. Nesse sentido, Fransen et al.,
(2012) sugerem uma interagéo entre o NO basal e os canais de calcio do tipo L no
musculo liso vascular.

Na maioria dos estudos, a capacidade de um ligante em induzir uma resposta
€ medida em um unico ponto do tempo, com base em uma janela de sinal maxima
obtida por um ligante de referéncia (HERENBRINK et al., 2016). Segundo Grundmann
e Kostenis (2017) a transducgao de sinal € mais complexa do que se supde e pode ser
categorizada em pelo menos trés dimensdes: (i) qualidade (quais substancias
participam), (ii) espago (onde o evento ocorre) e (iii) tempo (quando o evento
acontece). Dependendo da cinética de ligagao ou da capacidade do ligante em ativar
determinadas vias, a agao do agonista pode ter um padrao espago-temporal bastante

diferente. Ainda, deve-se levar em consideragéo que o viés observado para um ligante
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pode depender da(s) escala(s) de tempo sobre o qual o efeito € medido em diferentes
vias, ao comparar as respostas transitérias com aquelas medidas em escalas de
tempo mais longas (HERENBRINK et al., 2016). Dessa forma, a avaliagdo do curso
de tempo da sinalizagdo do receptor tem revelado mecanismos fundamentais da
funcdo do GPCR (LOHSE; HOFMANN, 2015), no qual para muitos GPCRs, parece
haver uma série de ondas de sinalizagao distintas (LOHSE; CALEBIRO, 2013).

Além da sinalizagdo mediada pela interagdo ligante-receptor apresentarem
pontos de controle para dar inicio a via de transducgao, o seu encerramento também é
minuciosamente controlado por uma familia de proteinas cinases conhecidas como
GRKs (cinase de receptor acoplado a proteina G) e arrestinas (revisdo ver BENOVIC,
2021). Desse modo, um dos principais mecanismos envolvidos na regulagado dos
GPCRs envolve o seu trafego, que direciona os receptores para locais endociticos na
membrana plasmatica, seguida pela internalizacdo destes (MOORE; MILANO;
BENOVIC, 2007).

Neste estudo nés demonstramos que apds a CCR classica atingir o platd, a NE
inicia uma segunda onda de contragéo de forma lenta e sustentada, o que n&o ocorre
para o agonista PE. Trabalhos anteriores exploraram esse efeito bifasico da NE na
aorta de coelhos (NELSON JR; TOOKE, 1974) e na artéria da orelha de coelhos
(BEVAN; WATERSON, 1971). Sato et al., (1995) também evidenciaram um efeito
bifasico da NE in vivo, apos infusdo intravenosa em bolus e analise da pressao arterial
em humanos, o que sugere que esse efeito também acontece in vivo. Esses achados
foram atribuidos como a soma da contragao lenta sobreposta a resposta imediata. De
maneira interessante, ainda foi sugerida a existéncia de localiza¢des diferentes do
receptor (NELSON JR; TOOKE, 1974).

Avaliamos o impacto deste efeito na sepse, uma vez que contrasta com o
quadro geral de hiporresponsividade, e observamos que mesmo na sepse esse efeito
€ mantido. Ao nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho da literatura que
demonstra um efeito bifasico da NE na aorta de animais sépticos. Nossos resultados
evidenciam que ndo houve reducéo no delta de contracao do efeito bifasico quando
foram comparados os grupos controle e sépticos. No entanto, quando comparamos o
grupo CLP 6 h com o grupo 18 h, ocorreu uma redugao no delta do efeito bifasico no
grupo 18 h, porém, nesse ponto sdo necessarios mais experimentos para solidificar
esse resultado, uma vez que nao houve diferengca em relagdo ao grupo controle. Um

dos nossos principais questionamentos é se essa segunda onda de contragéo de fato
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se configura como um novo inicio de sinalizagcdo ou se ja vem acontecendo
simultaneamente a CCR.

Ao investigarmos os mecanismos envolvidos os resultados demonstram que o
bloqueio por 30 minutos com o composto Y-27632 antes das CCRs nao foi capaz de
atenuar o efeito bifasico tanto no grupo controle como em 6 h apés a CLP. No entanto
em 18 h apds a CLP o efeito foi reduzido. De maneira contraria ao observado com o
composto Y-27632, o bloqueio da entrada de calcio com a nicardipina, apesar de
reduzir a CCR para a NE nado impediu o efeito bifasico, tanto nos grupos controle
quanto sépticos (Figura 25).

Uma vez que os canais de potassio (K*) sdo expressos no musculo liso
vascular e se constituem como um regulador importante do potencial de membrana,
investimos a participagédo desses canais no efeito bifasico induzido pela NE, através
de outra abordagem experimental, na qual adicionamos os bloqueadores logo apds o
fim das CCR. Nossos resultados demonstraram que o bloqueio dos canais de K* nao
foi capaz de atenuar o efeito bifasico, induzido pela NE (Figura 28) o que nos indica
que eles nao estdo envolvidos nesse efeito. Outra possibilidade explorada foi a do
efeito ser mediado pelo calcio proveniente do reticulo endoplasmatico. No entanto, a
tapsigargina (bloqueador da calcio-ATPase) também n&o foi capaz de impedir o efeito
bifasico. Outro viés que poderia levar ao efeito bifasico seria os receptores B-
adrenérgicos, uma vez que a NE apresenta capacidade de ligag&o a esses receptores,
porém, nossos resultados demonstraram que o bloqueio do receptor -adrenérgico
nao reduziu esse efeito. Nesse sentido Sato et al., (1995) também verificaram que
esse efeito ndo tem envolvimento dos receptores B-adrenérgicos e atribuiu que a
resposta tardia era decorrente ao influxo de calcio proveniente do meio extracelular,
apontando que ambas as respostas sdo mediadas pelo mesmo receptor.

Obtivemos alguns resultados intrigantes, em que ao realizar o bloqueio da
entrada de calcio 30 minutos antes das CCRs as respostas nao foram reduzidas, tanto
nos grupos controle quanto sépticos. Por outro lado, quando realizamos o bloqueio
logo apds as CCRs as respostas foram reduzidas. Isso poderia ser justificado, uma
vez que o bloqueio da entrada de calcio é reversivel. Da mesma forma, quando
blogueamos a via de sensibilizacdo ao célcio logo apés as CCRs, os resultados
demonstraram que este foi capaz de reduzir o efeito bifasico no grupo controle e no
grupo CLP 6 h, enquanto no grupo CLP 18 h a resposta foi totalmente abolida. Esse

resultado foi oposto ao obtido quando realizamos o bloqueio 30 minutos antes das
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CCRs, que foi reduzida apenas no grupo CLP 18 h. Neste conjunto de experimentos,
fica o questionamento: qual a diferenga de realizar o bloqueio de vias antes da
estimulagdo com o agonista e apos, considerando que todo o mecanismo contratil ja
tenha sido ativado?

Os relatos referentes ao efeito bifasico da NE foram descritos na literatura nas
décadas de 70 e 90. No entanto, desde entdo, novas descobertas foram agregadas a
farmacologia dos GPCRs, incluindo a capacidade de alguns receptores serem
ativados a partir de locais subcelulares - como demonstrado por exemplo para o
receptor Bz-adrenérgico (B2-AR) - em que eles estimulam uma resposta ao AMPc
mediada por ativagcao de Gs, tanto na membrana plasmatica como nos endossomos,
apos a internalizag&o induzida por ligantes (IRANNEJAD et al., 2013).

Pode-se também observar esse efeito em células de midcitos cardiacos
endogenos, onde o receptor 31-adrenérgico residente no aparelho de Golgi em estado
estacionario pode ser ativado através de ligantes exdgenos (adrenalina), no qual sdo
capazes de acessar o pool de receptores nesta localizagdo por meio dos
transportadores de OCT3 (transportador-catidnico-3) e assim, iniciar a sinalizagao
(IRRANEJAD, 2017). Ha evidéncias crescentes nesse sentido, onde um trabalho
liderado por Nash et al., (2019) mostra que a ativagdo de uma via importante para a
patogénese da hipertrofia cardiaca em midécitos de ratos € induzida por meio de
receptores Bi-adrenérgicos presentes no aparelho de Golgi, e ndo por receptores de
membrana, sendo que estes podem ser ativados pela NE apds o seu transporte para
o interior da célula via OCT3.

Cabe destacar que esses resultados foram demonstrados apenas em cultura
de células, nao havendo trabalhos na literatura que demonstrem esse efeito in vivo ou
em experimentos de 6rgéos isolados. Dessa forma, fomos investigar se o efeito
bifasico da NE poderia ser decorrente da sua capacidade de entrar na célula e assim
ativar uma segunda onda de sinalizagdo. Utilizando como ferramenta farmacoldgica a
corticosterona demonstramos que esta foi capaz de reduzir o efeito bifasico tanto de
animais controle, como sépticos em 6 h apos a CLP (Figura 29), o que nos sugere,
que este pode ser um dos mecanismos envolvidos no efeito observado, no entanto,
seria necessario um conjunto maior de experimentos e evidéncias para de fato
confirmar essa possibilidade.

Por fim, nosso trabalho, abre novas perspectivas, como por exemplo: i) tendo

em vista os diferentes subtipos de receptores a-adrenérgicos, seria interessante
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explorar o envolvimento destes nas diferengas observadas em outros leitos
vasculares; ii) investigar mais a fundo o efeito dos receptores (3-adrenérgicos nas vias
estudadas, uma vez que a NE é capaz de atuar nestes receptores; iii) explorar os
resultados obtidos através de outras abordagens experimentais; iv) investigar mais a
fundo de que maneira o0 NO pode modular a maquinaria contratil; v) Investigar a
modulagdo dos canais de célcio através da interagcédo ligante-receptor para outros
vasoconstritores, bem como seu impacto em outras doengas cardiovasculares; vi)
explorar mais a fundo o que esta por tras do efeito bifasico da NE; vii) apurar com
mais detalhes a diferenca na sensibilidade encontrada ao NO; viii) explorar a cinética
temporal de diferentes agonistas e como isso impacta nas diferentes vias de
transducao.

Com o conjunto de resultados, obtidos em nosso estudo observamos que um
leque de novas sugestdes foi aberto, inclusive em outras patologias. Ainda, nossos
achados podem justificar a busca por novos ligantes que apresentem um melhor perfil
terapéutico para o manejo da vasoplegia e hipotensao na sepse, e até mesmo ligantes
capazes de ativar preferencialmente a segunda onda de contragdo da noradrenalina.
Um resumo dos resultados principais encontrados nesta tese pode ser observado na
Quadro 1.



Quadro 1 — Resumo dos principais resultados encontrados na presente tese.
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Fenilefrina (PE)

Noradrenalina (NE)

Cloreto de Calcio

Sauddveis

Sépticos

Sauddveis

Sépticos

Saudaveis

Sépticos

Controle

6h

18h

Controle

6h

18h

Controle

6h

18h

Caracterizagdo da
responsividade
vascular

T

Vi b

{)

N2

2\ %

{

Vb

§ enos | t T T T 1t 1t T
o
Eé iNOS N N 1t t
2 nNOS L N N L L N L L M
588
%§§ Efeito
§235 | oraseo N MM TP M naa. | na. | na.
Fase fasica
2 @ | | _ |V J | na. | na. | na.
i contracdo
:
Té Fase tonica
£ a | | J J | na. | na. | na.
£ contragéo
]
3
S |Cloretod
S| T N IR P Y | V4 | na | na | na
wgo
T 5 S
E, i *‘Eo' Nicardipina \1, \l, \l, 'P 'I\ 1\ n.a. n.a. n.a.

1: expressa a caracterizagao da responsividade vascular frente a fenilefrina, noradrenalina e
CaCly; 2: mostra a participacao das diferentes isoformas das Oxido nitrico sintases na
contratilidade vascular induzida por fenilefrina, noradrenalina e cloreto de calcio; 3: caracteriza
a segunda onda de contragéo para a fenilefrina e noradrenalina apés as CCRs; 4: mostra o
envolvimento da mobilizagédo de calcio intracelular e extracelular para os agonistas fenilefrina
e noradrenalina em liquido sem calcio; 5: demonstra a participacao da entrada de calcio, uma
vez que a maquinaria contratil ja esteja em funcionamento. A seta em verde representa o
aumento da reatividade vascular; a seta em vermelho representa a reducdo de resposta. n.a.
€ expresso quando ndo se aplica. O trago em azul é utilizado quando a resposta ¢ inalterada.
O numero de setas indica a magnitude do efeito.
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6 CONCLUSAO

Em resumo, concluimos que a contratilidade vascular mediada por dois
diferentes agonistas do receptor ai-adrenérgico difere nos estagios iniciais da sepse,
apesar de compartilharem a mesma via de sinalizacédo canénica, e que essa diferenca
€ dependente da modulacao de oxido nitrico. Além disso, nossos resultados apontam
uma dindmica de efeito diferente entre os dois agonistas, em que apos as CCRs a NE
€ capaz de dar inicio a uma segunda onda de sinalizagdo, mesmo em anéis de aorta
provenientes de animais sépticos. Por outro lado, em estagios mais avangados da
sepse ha um prejuizo na maquinaria contratil dependente de Ca?*, tornando as artérias
menos responsivas, condi¢cdo essa que € passivel de reversao pela inibigcdo das 6xido

nitrico sintases.
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