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Avaliacdo do envolvimento do [6xido nitrico] nas alteragcdes da responsividade
vascular existentes durante o [choque séptico]. Neste estudo desenvolvemos um
modelo experimental que consistiu na infusdo de doadores de Oxido nitrico
(nitroprussiato de sodio ou S-nitroso-acetil-DL-peninilamina), para simular a
exposicdo do sistema cardiovascular a quantidades de Oxido nitrico superiores as
fisiolégicas. A infusdo de doadores de O&xido nitrico induziu um estado de
hiporresponsividade a agentes [vasoconstritores] (como a feniiefrina e as
angiotensinas | e Il) e de hiper-responsividade a substancias [vasodilatadoras]
[endotéiio-dependentes] (como a bradicinina e a acetilcolina), o que persistiu por
pelo menos 24 horas. Estes fendbmenos parecem decorrer, a0 menos em parte, da
ativacdo de [canais de potassio] sensiveis aos bloqueadores 4-aminopiridina e/ou
tetraetilamoénio. Os resultados demonstram que a exposi¢cdo ao O0xido nitrico, por um
periodo relativamente curto (30 minutos), é capaz de mimetizar as alteragdes na
.responsividade vascular existentes durante o choque séptico e que a ativacdo de
canais de potassio é responsavel, ao menos por parte destas alteracfes. Estudos
direcionados & relagdo entre o 6xido nitrico, modificagdes na atividade de canais de
potassio e alteragbes no funcionamento cardiovascular podem propiciar novas

perspectivas para o tratamento do choque séptico.



A Deus,

Por mostrar caminhos,
permitir sonhos e

concretizara vida...



Este trabalho é dedicado a minha
famiiia e a namorada Sayuri:

Ao0s meus pais, Aicides e Lucia, pela
educacado que me foi dada e pelo
persistente estimulo e carinho ao
longo de todos os anos da minha

vida. Amo voceés!

A Sayuri, pela paciéncia,
compreensao e companhia sempre

presente. Amo vocé!



Agradecimentos

Ao prof. Dr. Jamil Assreuy, pela oportunidade, paciéncia,
ensinamentos e confianca. Pelo exemplo como pesquisador e, acima de

tudo, como educador.

A pro”™P. Dra. Maria Consuelo de Andrade Marques, pela primeira aula
de Farmacologia na Universidade Federal do Parana. Por mostrar o fascinio
da ciéncia e da Farmacologia; por ensinar sem almejar retorno; por
acreditar e abrir caminhos; por tornar possivel esta poOs-graduacdo. Este

trabalho também é seul

A prof~. Dr\ Lia Rieck, pelo apoio, incentivo e confianca.

A prof~. Dr™. Ana Maria Soares, pelo convivio nos primeiros anos de

pesquisa.

Ao prof. Dr. Jodo Batista Calixto, por permitir o primeiro contato
com a pos-graduacdo através de um estagio em seu laboratério e por
disponibilizar equipamentos, drogas e espaco fisico na etapa inicial deste

estudo.
Ao prof Dr. Giles Alexander Rae, pelo incentivo, dicas e sugestdes.

Aos demais professores do Curso de PdOs-graduacdo em Farmacologia
da Universidade Federal de Santa Catarina. Por este inicio de formacao

académica.



A Rosana e a Daniela, pela acolhida e por compartilharem comigo um
pouco de seus conhecimentos. Ao Adair, por dividir seu espaco,

possibilitando a realizacdo de muitos experimentos.

Aos amigos da “turma de mestrado 977, Adriana, Alessandra, Elke,
Nelson e Rafaela. Pelas experiéncias compartilhadas e pela permuta de
conhecimentos ao longo dos ultimos dois anos. Ao Nelson pelas inUmeras

viagens (caronas) e produtivas conversas.

A todos os colegas que fizeram ou fazem parte deste curso de pos-

graduacdo, pela companhia quase diaria e conversas pelos corredores. A

Néia, pelas mesmas razdes e, principalmente, pelo apoio e amizade.

Aos amigos que estiveram ou estdo presentes no laboratorio:
Fernanda, Vanessa, Claudia, Terezinha, Danielle, Marcia, Rodrigo, Januaria,

Daniel, Adriane e Renata. Pela paciéncia e convivio diario.

Ao Dr. Edson Antunes (UNICAMP, Campinas, SP), a Dr. Maria Cristina
O. Salgado e ao Dr. Fernando Q. Cunha (Faculdade de Medicina, USP,
Ribeirdo Preto, SP), pela gentil doacdo de drogas valiosas e importantes

para a concretizacdo deste e de outros estudos.

®
A Bayer (Sao Paulo, SP, Brasil), pelo fornecimento do Ronpum™,

para a anestesia de todos os animais empregados neste trabalho.

A todos os funcionarios do Departamento de Farmacologia e, em
especial, aos responsaveis pelo biotério, cuja dedicacdo diaria tornou

possivel a realizacdo deste trabalho.



LISTA DE TABELAS

Hiporresponsividade inicial e tardia a vasoconstricdo

Induzida pela fenilefrina em ratos eNdotOXEMICOS..........uuvviiiiiiiiiiiiieeeeeninannns 51
Potencializacéo inicial e tardia dos efeitos

vasodilatadores da bradicinina em ratos endotoXémICoS..........ccceeeeerivrennnn. 51
Efeitos da infusdo de PBS (20 |jI/min), SNP (250 nmol/kg/min),

SNAP (85 nmol/kg/min) ou NAP (85 nmol/kg/min) sobre os niveis de NOx

€M ratoS ANESIESIAUOS. .. .uuiiie ettt 56
Efeitos do pré-tratamento com blogueadores de canais

de potassio sobre a responsividade vascular a

fenilefrina em ratos anestesiados infundidos com PBS ou

NItrOPrusSiato de SOMIO.......uuiiiiiiiiiiiie e 63
Efeitos do pré-tratamento com blogueadores de canais

de potassio sobre a responsividade vascular &

bradicinina em ratos anestesiados infundidos com PBS ou

NItrOPruSSIato de SOAIO.......uiiiii i 64



EDHF
EDRF
eNOS
FAD
FMN
GCs
GMPc
GTP
IFN-y
IL-1p
iNOS
Katp
Kv
Kca
LPS
NADPH
NAP
NO
N02
NOa'
Nnos
NOS
PAM
RSNO
SNP
%NAP
TEA
TNF-a

LISTA DE ABREVIATURAS

fator hiperpolarizante derivado do endotélio
fator de relaxamento derivado do endotélio
oxido nitrico sintase endoteliai
dinucleotideo de flavina e adenina
mononucleotideo de flavina

guanilato ciclase solavel

monofosfato ciclico de guanosina

trifosfato de guanosina

interferon-y

interleucina 13

oxido nitrico sintase induzida

canal de potassio sensivel ao ATP

canal de potassio voltagem-dependente
canal de potassio ativado por célcio
lipopolissacarideo

nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)
N-acetil-DL-penicilamina

oxido nitrico

nitrito

-nitrato

oxido nitrico sintase neuronal
oxido nitrico sintase

pressao arterial média
grupamento nitrosotiol
nitroprussiato de sodio
S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina
tetraetilamonio

fator de necrose tumorai-a



10

LISTA DE FIGURAS

Painel fotografico ilustrando os procedimentos

adotados para o registro direto da presséao

arterial de ratos anesteSIad0S. ......cccouiiiiiiiiiiiee e "2
Hiporresponsividade vascular a fenilefrina em ratos

Pré-tratados COM LPS.. ... e a e 52
Potencializacdo dos efeitos vasodilatadores da

bradicinina em ratos pré-tratados com LPS.........ccccciviiiiiiiiiiien e, 53
Registro tipico da pressao arterial média de um rato

anestesiado, mostrando a reducao dos efeitos

vasoconstritores da fenilefrina apds a infusao de

NItroprussiato de SOAI0..........ccooeiiiiiiiee e 55
Efeitos da infusdo de nitroprussiato de sddio ou
S-nitroso-acetil-DL-penicilamina sobre a agéo

vasoconstritora da fenilefrina e da angiotensina |

€M rat0S ANESIESIAUOS. . .ii ittt e e 58
Efeitos da infus@o de nitroprussiato de sddio ou
S-nitroso-acetil-DL-penicilamina sobre a acéo

vasodilatadora da bradicinina e da acetilcolina

EM Fat0S ANESIESIAUOS. . .cii ittt 59
Efeitos da infusdo de nitroprussiato de sodio sobre

a acdo vasodilatadora do proprio nitroprussiato de sédio

e do iloprost em ratos anesteSIAUOS. .....cuvviiveeii it 60
Responsividade vascular a fenilefrina e a bradicinina em

ratos anestesiados, 24 horas ap6és a infusédo de

NItrOPrusSIato de SOAIO......ueiiii i e 61
Efeitos da administracdo dos bloqueadores de canais de

potassio, antes da infusdo de nitroprussiato de sédio,

sobre a responsividade vascular a fenilefrina e a

bradicinina em ratos anesteSiadoS. ........ocvueiiieiiiiiiiiie e 66

Efeitos da administracao de blogueadores de canais de



11

12

potassio, apds a infusdo de nitroprussiato de sodio, sobre

a responsividade vascular a fenilefrina e a bradicinina

€M ratoS ANESIESIAUOS. ...t e e e e e e e e e e e e e
Influéncia da administracdo de tetraetilamonio sobre os

efeitos vasoconstritores da fenilefrina em ratos anestesiados,

24 horas ap6s a infusao de SNP..........ooo i
Modelo proposto para os possiveis“mecanismos envolvidos

nas alteracdes da responsividade vascular a

vasoconstritores e a vasodilatadores induzidas

pela infusdo de doadores de OXido NITFHCO.....cceiiiiiiiiiiie i



Resumo

@) choque séptico é um estado de perfuséo teciduai inadequada induzido por
produtos microbianos, caracterizado por baixa na pressdo sanguinea, sinais
bioguimicos de déficit de oxigénio, danos vasculares, hiporreatividade a
vasoconstritores e coagulagdo intravascular disseminada, que pode conduzir a
disfuncdo multipla de 6rgdos e a morte. O objetivo deste estudo foi avaliar a relacao
entre a excessiva producdo de NO e as respostas vasculares a substancias
vasoativas, do ponto de vista hemodinamico. Considerando-se que o LPS induz a
liberagdo de um vasto numero de mediadores e que muitos deles tém efeitos
cardiovasculares, o uso de endotoxinas em modelos de choque séptico pode ser,
algumas vezes, um meio inadequado ou limitado para o estudo de um Uunico
mediador envolvido nesta patologia. Portanto, para o estudo dos efeitos do o6xido
nitrico (NO) sobre as respostas vasculares a vasoconstritores e a vasodilatadores,
desenvolvemos um modelo experimentai que consiste na infusdo de doadores de
NO. Nos investigamos os efeitos da exposicdo do sistema vascular de ratos ao NO,
usando a infusdo de nitroprussiato de sodio (SNP) ou S-nitroso-acetil-DL-
penicilamina (SNAP), dois doadores de NO, sobre as respostas da presséo arterial
media (PAM) para substancias vasoconstritoras (fenilefrina, angiotensinas | e Il) e
vasodilatadoras (bradicinina, acetilcolina, SNP e iloprost). SNP (250 nmol/kg/min) ou
SNAP (250 nmol/kg/min), infundidos durante 30 min, diminuiram a PAM para valores
entre 40 e 60 mmHg. A PAM retornou para valores normais em aproximadamente 5
a 10 min apds o término da infusdo dos doadores de NO. Apoés a infusdo de SNP ou
SNAP, os efeitos da fenilefrina, angiotensina | e angiotensina Il foram reduzidos em

40-80%, enquanto as respostas para a bradicinina e para a acetilcolina foram



potencializadas em 50-80%. Estas alteracdes na responsividade vascular persistiram
por pelo menos 24 h apés a infusdo de SNP, similar ao que acontece em animais
tratados com LPS. O pré-tratamento com tetraetiiaménio (360 [jmol/kg) ou 4-

aminopiridina (1 |jmol/kg) ndo alterou os efeitos da fenilefrina ou da bradicinina em

Q-

animais controle, mas preveniu as alteragbes na responsividade vascular
fenilefrina e a bradicinina, induzidas pela infusdo de SNP. Por outro lado, a
administracdo de tetraetilamoénio, até 24 h apos a infusdo de SNP, reverteu a
hiporresponsividade a fenilefrina, enquanto a 4-aminopiridina foi inefetiva. Quando
utilizadas apos a infusdo de SNP, tanto o tetraetilaménio como a 4-aminopiridina néo
alteraram a potencializacdo as maiores doses de bradicinina. A utilizacdo de
glibenclamida néo alterou os parametros avaliados. Estes resultados indicam que as
alteracdes induzidas pelo NO na responsividade vascular a vasoconstritores e a
vasodilatadores sdo muito mais profundas e duradouras do que previamente
descrito, e que estes efeitos parecem ser, ao menos em parte, mediados pela
ativacdo persistente de uma subpopulacdo de canais de potassio sensiveis ao

tetraetilamonio.

\



Abstract

Septic shock is a state of inadequate tissue perfusion induced by microbial
products, which is characterized by low blood pressure and biochemical signals of
oxygen deficit, accompanied by vascular damage, hyporeactivity to vasoconstrictors
and disseminated intravascular coagulation, leading to multiple organ dysfunction
and death. In the current study we have attempted to evaluate the relationship
between excessive NO production and responses to vasoactive compounds from a
haemodynamic standpoint. Considering that LPS releases a vast number of
mediators and that several of them have cardiovascular effects, the use of endotoxin
injection as a model for septic shock would seem a somewhat inadequate or limited
approach to pinpoint the roles of any single mediator. Therefore, we have developed
a model for studying the role of nitric oxide (NO) on the vascular responses to
vasoconstrictors and vasodilators, namely the infusion of NO donors. We
investigated the effects of the exposure of the rat vascular system to NO, using either
infusion of NO donors sodium nitroprusside (SNP) or S-nitroso-acetyl-DL-
penicillamine (SNAP), on mean arterial pressure (MAP) responses to
vasoconstrictors (phenylephrine, angiotensins | and 1I') and to vasodilators
(bradykinin, acetylcholine, SNP and iloprost). SNP (250 nmol/kg min) or SNAP
(85 nmol/kg/min) infused for 30 min decreased MAP by 40-60 mmHg. MAP returned
to normal levels 5-10 min after the end of infusion. Following infusion of SNP or
SNAP the effects of phenylephrine, angiotensin | and angiotensin Il were reduced by
40-80%, while the responses to bradykinin or acetylcholine were enhanced by 50-

80%. These changes in vascular responsiveness persisted for at least 24 h after the

VIl



SNP-infusion, being similar to that seen in LPS-treated animals. Pretreatment with
either tetraethylammonium (360 pmol/kg) or 4-aminopyridine (1 pmol/kg) did not alter
the effects of phenylephrine or bradykinin in control animals, but prevented SNP-
induced changes in responsiveness to phenylephrine or bradykinin. On the other
hand, administration of tetraethylammonium, even 24 h after SNP infusion reversed
hyporesponsiveness to phenylephrine, whereas 4-aminopyridine was ineffective.
Tetraethylammonium and 4-aminopyridine did not alter the increased responses to
higher doses of bradykinin (10 and 30 pmol/kg). Glibenclamide was without effect in
any situation. These results indicate that NO-induced changes on vascular
responsiveness to vasoconstrictors and vasodilators are much more profound and
long-lasting than previously described, and that its effects appear to be, at least in
part, mediated by persistent activation of a tetraethylammonium-sensitive population

of K" channels.
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|- Introducéo
1.1 Consideracdes gerais sobre o choque séptico

O choque séptico € uma sindrome de elevada incidéncia em ambientes
hospitalares, especialmente em unidades ou clinicas responsaveis por
procedimentos cirdrgicos, tratamento de doencas infecto-contagiosas e atendimento
a politraumatizados, sendo responsavel por um alto indice de mortalidade em
unidades de terapia intensiva. Ao longo das Ultimas décadas, a evolugdo da
medicina propiciou um aumento na perspectiva de vida de idosos e de pacientes
com enfermidades graves, o que associado aos crescentes indices de acidentes
diversos, ao emprego descontrolado da antibioticoterapia e a elevada frequéncia de
infeccbes hospitalares, tém contribuido, direta e indiretamente, para o constante
aparecimento de novos casos de choque séptico.

Surpreendentemente, a elevada incidéncia deste quadro patolégico ndo é
restrita a paises subdesenvolvidos ou emergentes como o Brasil. Estima-se que a
cada ano surjam aproximadamente 500.000 novos casos de choque séptico nos
Estados Unidos e cerca de 75.000 casos na Alemanha (Wenzel et al., 1996), indices
equivalentes, se consideradas as populacdes totais de cada um destes paises.

Com baixos indices de sobrevivéncia — geralmente menores que 50% (Baker
et a/.,, 1980; Beal & Cerra, 1994; Manship et al., 1984; Pine et al.,, 1983) — o choque
séptico € consequéncia da invasao da corrente sanguinea por agentes microbianos,
geralmente bactérias gram-negativas, embora bactérias gram-positivas e fungos

também possam desenvolver papéis centrais na génese deste quadro. O choque
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séptico geralmente envolve pelo menos dois estigios distintos de evolu¢cdo. Uma
fase inicial, na qual ocorre uma exacerbacdo da atividade cardiovascular
(denominada hiperdindmica circulatoria), caracterizada por elevacdo do débito
cardiaco e reducdo da resisténcia periféerica (Parrillo, 1993), a principio
acompanhados de um aumento na frequéncia cardiaca. Embora muitos pacientes
acabem morrendo nos estagios iniciais da doenca, em um grande numero de casos
estas alteracdes hemodinamicas evoluem, gradualmente, para um estado
hipodindmico (estagio tardio do choque), devido, em grande parte, a reducao
gradativa da performance cardiaca. A absoluta maioria dos casos de recuperacao de
um choque séptico acontece com pacientes que nao adentraram nos estagios
tardios da doenca, quando o éxito letal torna-se iminente. A causa mortis geralmente
€ um estado de vasodilatacao irreversivel combinada com faléncia do miocérdio,
algumas vezes acompanhada de uma arritmia terminal (Mercier et al.,, 1988;
Brandtzaeg, 1996a).

Clinicamente diagnosticado pela presenca de hipotensdo associada a sinais
como alteragcdes no estado de vigilia, diminuicdo do débito urinério, reducdo da
perfusdo  tecidual, danos  vasculares, hiporresponsividade a  agentes
vasoconstritores, taquipnéia, sinais bioquimicos de déficit de oxigénio, aumento dos
niveis plasméticos de lactato, hipergiicemia, elevada producdo de uréia e
coagulacdo intravascular disseminada, o choque séptico pode conduzir a graves
disfuncdes em sistemas organicos, na maioria das vezes seguida da faléncia de
orgaos vitais, como os rins, os pulmdes, o figado e o bago, dentre outros.

A demonstracdo pratica da correlacdo entre niveis plasmaticos de

lipopolissacarideo de membrana (LPS) e a gravidade clinica do choque séptico
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(Levin et ai, 1970, apud Brandtzaeg, 1996a) estimulou iniameros estudos acerca
desta patologia, nos quais uma sindrome muito semelhante ao choque séptico é
induzida através da administracao de LPS, tanto em animais de laboratério como em

humanos (Parrat, 1973; Suffredini etal., 1989).

1.2 O choque séptico e a faléncia multipla de 6rgaos

Descrita pela primeira vez entre os anos de 1965 e 1970, quando surgiram
-inimeros trabalhos descrevendo a faléncia precoce de diferentes 6rgdos como uma
grave complicacdo do choque séptico (Clowes et al., 1968; Skillman et ai, 1969;
apud Thijs et ai, 1996), a faléncia multipla, progressiva e sequencial dos sistemas
organicos é, em Uultima andlise, a responsavel pelo grande indice de mortalidade
entre pacientes sépticos. Estima-se que a mortalidade entre pacientes que
apresentam faléncia mdltipla de orgdos varia entre 30 e 100%, dependendo do
numero de sistemas organicos atingidos, da faixa de idade dos pacientes, da
presenca de doencas preexistentes e da duracao da faléncia organica (Knaus et ai,
1985).

Usualmente definida como a faléncia de pelo menos dois sistemas organicos,
que tornam-se incapazes de manter a homeostasia, a faléncia multipla de 6rgéos
vem sendo classificada como uma sindrome, e a denominacdo de “sindrome de
disfuncdo de maualtiplos 6rgdos” tem sido defendida como uma descricdo mais
apropriada para a mesma (Thijs et ai, 1996). Embora nao exista um consenso
definitivo quanto aos eventos que efetivamente levam a faléncia dos sistemas
organicos e tdo pouco acerca de critérios para a classificacdo de diferentes graus de

disfuncdo organica, os sistemas respiratério, renal, gastrointestinal, hepdtico.
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hematoldgico, cardiovascular e o sistema nervoso central estdo incluidos na
definicdo de disfungbes organicas em uma considerdvel parcela de trabalhos
cientificos sobre o assunto (Thijs et al., 1996). Recentemente, uma aplicacdo pratica
mais abrangente tem sido sugerida para a sindrome de disfuncdo de multiplos
orgados, a qual além de ser considerada uma disfuncdo progressiva, mas
potencialmente reversivel, pode ser induzida por uma variedade de problemas
agudos decorrentes de diversas condi¢cdes adversas, como insuficiéncia cardiaca,
choque hipovolémico e intervalo de tempo antes de uma adequada ressuscitacao
cardio-respiratéria, além do préprio choque séptico (Bone et al., 1992). Entretanto,
pacientes com choque séptico continuam sendo considerados muito mais
susceptiveis ao desenvolvimento de disfungdes organicas madltiplas (Knaus et al.,

1985).

1.3 Mediadpres envolvidos na patogénese do choque séptico

Um grande numero de mediadores humorais e produtos liberados por varias
células estdo envolvidos nos eventos imunoldgicos existentes no choque séptico.
Alguns deles tém sido responsabilizados por grande parte dos sintomas clinicos da
sepsis e das mais severas formas de choque séptico (Thijs et al., 1996). Neste grupo
de substancias incluem-se as citocinas pré-inflamatérias (como o fator de necrose
tumoral a e p e uma vasta lista de interleucinas), o sistema complemento e as vias
extrinsecas e de contato dos sistemas fibrinolitico e de coagulacdo. Além disso
muitos elementos celulares, como células mononucleares, neutrofilos, células
endoteliais e plaquetas desempenham papéis de destaque no desenvolvimento

desta sindrome, através da liberacdo de uma ampla gama de substancias bioativas.
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tais como prostaglandinas, leucotrienos, fator de ativacdo plaquetaria, endotelinas,
radicais livres de oxigénio, proteinases e 6xido nitrico. Os efeitos biolégicos destes
sistemas de mediadores sdao diversos e complexos. Eles podem induzir a liberagao
de outros mediadores (e algumas vezes deles proprios), apresentar efeitos
sinergisticos, manifestar efeitos diferentes quando em combinacdo e através destas
interacdes, aumentar ou limitar o processo inflamatoério (para revisdo ver Thijs et al.,
1996).

Dentre as citocinas pro-inflamatorias liberadas por células do sistema imune,
como macrofagos, linfocitos e mondcitos, o TNF-a e a IL-ip sdo considerados os
mediadores mais importantes da resposta inflamatoria generalizada do choque
séptico (Parker, 1998). Os efeitos bioldégicos das citocinas geralmente decorrem da
acdo em conjunto destas substancias, sendo que apenas o TNF-a apresenta
atividade quando utilizado isoladamente (ver Roitt et al., 1992). Estas citocinas, em
especial o TNF-a, exercem efeitos toxicos diretos sobre as células endoteliais, além
de aumentarem a permeabilidade vascular (Martin et al., 1988; Schuger et al., 1989;
Robaye et al., 1991). Enquanto pacientes com choque séptico ndo apresentam
niveis circulantes detectaveis de ILI-p — que por esta razdo é considerada uma
citocina inflamatoria local de acdo primaria (Brandtzaeg, 1996a) — em humanos, a
injecdo de pequenas gquantidades de LPS aumenta significativamente a
concentracdo plasmatica de TNF-a (Michie et al., 1988). Grandes quantidades de
TNF-a fazem com que as células endoteliais percam suas propriedades
anticoagulantes naturais, aumentando a taxa de deposicdo de fibrina. Isto pode
resultar em coagulacdo intravascular disseminada, podendo o plasma ficar

desprovido de fatores de coagulacdo. Em sobreposicdo a estes eventos, como 0
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TNF-a também tem importante atividade sobre os neutréfilos, ele promove a
aderéncia de células polimorfonucleares ao endotélio e as faz sofrer degranulacéao e
formar compostos intermediarios do oxigénio, tais como o anion superéxido e o
peréxido de hidrogénio, moléculas altamente reativas. O TNF-a aumenta também a
producdo de radicais livres de oxigénio e a atividade citotéxica dos macrofagos
(células do sistema imune responsaveis pela sua liberacdo), além de induzir a
liberacdo de outras citocinas, como a IL-1, a IL-6 e a IL-8, do fator de agregacao
plaquetaria e da prostaglandina E2 (De Forge et al.,, 1990; Rock & Lowry, 1991).
Diversas evidéncias obtidas in vivo denotam um importante e nocivo papel do TNF-a
no choque séptico. A utilizacdo de anticorpos monoclonais contra TNF-a é capaz de
reduzir a morte e a faléncia circulatéria causada pelo choque séptico em ratos
(Tracey et al.,, 1987; Nassif et al., 1992; Ruetten & Thiemermann, 1997), ao passo
que a injecao de TNF-a recombinante puro € capaz de mimetizar alguns sintomas
do choque séptico (Tracey et al., 1986; Takahashi et al., 1992). Além disso, TNF-a
foi facilmente detectado no fluido cerebrospinal de pacientes com septicemia grave
induzida por Neisseria meningitidis, Haemophilus influenza, Streptococcus
pneumoniae e outras bactérias purulentas (Glimaker et al., 1993).

Por outro lado, os efeitos biolégicos das citocinas pro-inflamatérias séo
balanceados por diversas citocinas antiinflamatérias, das quais destacam-se a IL-10,
a IL-4 e o fator de crescimento e transformacgao-(3 (TGF-(3). Destas, a IL-10 — que
elimina a capacidade do TNF-a, da IL-6 e da IL-8 de ativar mondcitos obtidos de
doadores humanos (Brandtzaeg, 1996b) — foi detectada em pacientes com choque
séptico induzido por bactérias gram-positivas e gram-negativas e em criangas com

septicemia meningococcica (Marchant et al., 1994; Derkx et al.,, 1995). Como a IL-10
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€ encontrada nos estagios iniciais do choque séptico em niveis de 10-100 vezes
maiores do que as outras cininas antiinflamatérias conhecidas, ela vem sendo
considerada uma das mais importantes cininas antiinflamatoérias (para revisdo, ver
Brandtzaeg, 1996a).

Sabe-se que o choque séptico € geralmente precedido de uma infeccao local
nao controlada, na qual bactérias ou produtos bacterianos ganham acesso a
circulacdo sanguinea sistémica e induzem uma resposta inflamatéria exacerbada.
Como bactérias e seus produtos causam danos teciduais, o0 objetivo de uma
imunomodulacédo eficaz seria aumentar as respostas imunes ao agente agressor.
Entretanto, embora existam inOmeros mecanismos responsaveis pelo
balanceamento do processo imunoldgico (alguns dos quais foram abordados acima),
estes parecem ser ineficientes durante o choque séptico, no qual uma reacado
inflamatdria descontrolada, que também culmina em danos teciduais (Thijs et al.,

1996), € uma das responsaveis pela elevada letalidade deste quadro patoldgico.

1.4 Papel da bradicinina no choque séptico — relevancia do sistema de

contato de coagulacao

LesOes teciduais e estimulos inflamatdrios podem desencadear a ativacdo de
calicreinas teciduais e plasmaticas, resultando na formacdo de cininas
biologicamente ativas (Regoli & Barabé, 1980). Durante o choque séptico as taxas
de coagulacdo sanguinea estdo aumentadas e o sistema cinina-calicreina ativado
(DeLa Cadena et al.,, 1993; Fink, 1998). A ativacdo do sistema de contato de
coagulacao, fator Xll (fator de Hageman), déa origem ao fator Xlla (fator de Hageman

ativado). Este fator, além de estimular a ativacdo de toda a cascata de fatores que
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induz a coagulacdo sanguinea, também ativa a pré-calicreina plasmaética, formando
a calicreina plasmatica, responsavel pela formacdo de bradicinina, a partir da
hidrélise do cininogénio de alto peso molecular (para revisdo ver Bhoola et al.,
1992). A ativacdo de produtos do sistema de contato de coagulacéo tem importantes
efeitos biologicos, como aumento da permeabilidade vascular, diminuicdo do tdnus
dos vasos e agregacdo e degranulacdo de neutréfilos. Tais efeitos sdo, ao menos
em parte, consequéncia da geracao de bradicinina, um nonapeptidio considerado
um dos mais potentes vasodilatadores enddgenos, que pode ter um importante
papel na queda da pressdo arterial existente durante o choque séptico. De fato, a
utilizacdo de anticorpos monoclonais contra o fator Xl é capaz de reverter a
hipotensdo irreversivel existente durante o choque séptico, e esta atividade vem
sendo atribuida & menor formacao de bradicinina (Pixiey et ai, 1993).

Considerada uma das mais importantes cininas conhecidas, a bradicinina
apresenta uma série de propriedades farmacolégicas. Como um potente mediador
paracrino, a bradicinina esta envolvida em processos patolégicos e fisiologicos,
incluindo contracdo de mdasculo liso ndo-vascular, vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e indugéo de dor (Proud & Kaplan, 1988).

Dois subtipos de receptores para a bradicinina, denominados receptores Bi e
02, foram identificados e caracterizados farmacologicamente. A clonagem dos
receptores bradicinérgicos Bi e B2 mostrou gue estes podem estar acoplados a pelo
menos trés diferentes tipos de proteinas G, dependendo do tipo celular e sistemas
efetorés envolvidos (Liao & Homcy, 1993). Na maioria dos mamiferos, inclusive no
homem, o subtipo Bi é encontrado somente em circunstancias onde ha lesao

tecidual prévia ou presenca de fatores inflamatorios, como citocinas e
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lipopolissacarideos, sendo por isso caracterizado como um receptor do tipo induzido
(Regoli et al.,, 1981). J& os receptores do tipo B2 sdo expressos constitutivamente em
diferentes tecidos, incluindo células musculares lisas, neurdnios e fibroblastos, entre
muitas outras, sendo que a ativacdo deste receptor pode causar, por exemplo,
hipotensdo pronunciada (para revisdo ver Marceau, 1995). A bradicinina interage
fracamente com os receptores Bi, mas € um agonista potente de receptores B2. No
entanto, o principal agonista dos receptores Bi é a des-arg”-bradicinina, produto da
degradacao da bradicinina pela enzima cininase I, uma carboxipeptidase (Marceau
et ai, 1981).

Embora tenha sido demonstrado que a modulacédo do sistema de coagulacédo
protege animais de laboratério contra lesbes teciduais e efeitos letais de uma sepsis
experimental (Taylor et. al., 1988), a importancia da bradicinina no desenvolvimento
das alteracbes cardiovasculares existentes no choque séptico permanece

controversa.

1.5 Sintomas cardiovasculares do choque séptico: da hipotensao as

alteracdes na responsividade vascular

A exemplo do que acontece com 0s mais importantes sistemas organicos, o
sistema cardiovascular tem sua homeostasia alterada em todas as etapas do choque
séptico. Detentor da funcdo primaria de manter a circulagdo sanguinea, que
compreende 0 transporte de oxigénio e nutrientes para os tecidos e 0 transporte de
diéxido de carbono e metabdlitos para os 6rgdos de excrecdo (pulmdes e rins,
primordialmente), a regulacdo da funcionalidade deste sistema ocorre, em ultima

instdncia, de acordo com a demanda metabdlita dos tecidos e depende.
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primariamente, da acdo propulsora do coracao.

Em linhas gerais, durante a sepsis, a manuten¢cdo da oxigenacao celular é
alterada, principalmente, em virtude dos seguintes fen6bmenos: i) aumento da
demanda tecidual de oxigénio devido ao aumento do metabolismo celular; ii)
deficiéncia na utilizacdo do oxigénio circulante devido a alteragcdes na funcionalidade
microvascular periférica e iii) reducdo no transporte de oxigénio, resultante da
manifestacdo de depressdo da fungdo miocéardica (Vincent, 1998). Desta forma, o
aumento na atividade cardiovascular que ocorre nas fases iniciais da sepsis e do
choque séptico, denominada fase hiperdinamica do choque, pode ser explicada
como decorrente do aumento no metabolismo celular, com consequente aumento na
producdo de metabdlitos e maior necessidade de oxigénio por parte dos tecidos,
além de possiveis efeitos diretos de mediadores sobre o sistema cardiovascular.

A fase inicial de hiperdinamica circulatéria, entretanto, ndo prevalece no
choque séptico. A atividade cardiocirculatéria diminui rapidamente, criando um
guadro secundario conhecido como fase de hipodinamica circulatéria, caracterizada
pelo colapso da atividade cardiovascular, decorrente da hipotensdo progressiva,
hiporreatividade a agentes vasoconstritores e faléncia circulatoria, com sinais de
hipoperfusdo tecidual. Embora um aumento no débito cardiaco seja usual,
evidéncias como a diminuicdo na fracdo de ejecédo ventricular direita (Zeliner et al.,
1991) e responsividade reduzida a administracdo de fluidos, sugerem que a
atividade miocardica é deprimida e o ventriculo esquerdo dilatado durante o choque
séptico, condicdes totalmente reversiveis em pacientes que sobrevivem a esta
patologia (Parrillo et ai, 1990).

Aparentemente, o coragdo € um dos alvos primarios de inimeros mediadores
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envolvidos no choque séptico (Vincent et al., 1981; Abel, 1989; et al., 1991; Vincent
et al., 1992), podendo ser responsavel por grande parte das alteracbes
cardiovasculares associadas ao choque séptico (Raymond, 1990), a0 menos nas
fases iniciais deste quadro. Por outro lado, a existéncia de depressdo miocardica
durante as fases iniciais da sepsis e do choque séptico € pouco evidente para
diversos autores (por exemplo, Krosl et al., 1994). As causas da depressao do
miocardio durante a sepsis tém sido amplamente debatidas, e eventos como a
isquemia, formacdo de edema e liberagdo de substancias depressoras do miocardio
vém sendo sugeridos como desencadeantes deste fenbmeno. Entretanto, nenhuma
destas hipoteses foi comprovada ou fortalecida experimentalmente (para revisdo ver
Vincent, 1998).

A diminuicdo no tdénus vascular, a exemplo de inUmeros outros sintomas do
choque séptico, foi e'é objeto de intensos estudos. Ao longo dos anos este sintoma
tem sido considerado resultante dos efeitos de diversos mediadores liberados em
maior quantidade durante a sepsis, tais como o 6xido nitrico, a histamina, cininas,
prostaglandinas e citocinas, como o proprio TNF e a IL-1, em diversos modelos
experimentais. Entretanto, uma maior liberacdo de substancias vasoconstritoras,
como o tromboxano e endotelinas durante a sepsis tem sido demonstrada, o que
sugere que o grau de alteracdo no tdnus vascular durante o choque séptico resulta
de um desequilibrio entre influéncias vasodilatadoras e vasoconstritoras, mais do
gue um simples aumento na liberacdo de substancias vasodilatadoras (Vincent,
1998).

Como fator agravante, a diminuicdo do tobnus vascular e consequente

hipotensdo existente durante o choque séptico ndo é sensivel a agentes
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vasoconstritores classicos, como agonistas ai-adrenérgicos (Pomerantz et al., 1982;
McKenna et al.,, 1986), o que cria a classica condicdo de hiporresponsividade a
vasoconstritores. Curiosamente, este fendmeno parece iniciar-se em estagios
precoces do choque séptico, mas nao se sabe ao certo se ele € uma das principais
causas, ou uma consequéncia, da hipotensédo e de eventos que conduzem 4 faléncia
multipla de 6érgdos existentes nas fases finais do choque séptico. Além disso, os
eventos celulares envolvidos na hiporeatividade do musculo liso vascular a agentes
vasoconstritores durante o choque séptico permanecem mal esclarecidos (Kilbourn

etal.,: 997).

1.6 Importancia biolégica do 6xido nitrico: do histérico a participacdo no

choque séptico
1.6.1 Descoberta e caracterizacdao do 6xido nitrico

O oOxido nitrico (NO), um gas que em grandes quantidades é um componente
téxico que polui o ar, tem sido muito estudado por ser produzido enzimaticamente
de maneira regulada em um grande numero de tecidos e tipos celulares.

A producao de 6xidos de nitrogénio por mamiferos foi sugerida pela primeira
vez no ano de 1916 por Mitchell et al., mas esta observacao foi ignorada até o final
da década de 1970 e inicio dos anos de 1980, quando, estudando a importancia da
formacao de nitrato enddégeno durante a carcinogénese, Green et al. (1981a)
confirmaram que mamiferos produziam nitrato (NOa'). Embora inicialmente pouca
importancia tenha sido dada a este achado, pois presumia-se que 0 nitrato
encontrado na urina humana derivava de nitrosaminas (compostos inorganicos que

também contém oxigénio e nitrogénio) presentes na alimentagdo, a demonstracao
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de que esta producdo (de nitrato) era aumentada durante infeccbes em humanos
(Green et al.,, 1981a) e apos o tratamento com endotoxina em animais de laboratério
(Green et al.,, 1981b) deu nova énfase a estas descobertas (para revisdo ver Morris
& Billiar, 1994).

No mesmo periodo (final dos anos de 1970), um grupo de pesquisadores
liderados por Robert Furchgott verificou, pela primeira vez apés anos de trabalho
utilizando preparacdes in vitro de aorta de coelho, que a utilizacdo de agonistas
muscarinicos nestas preparacdes era capaz de produzir um potente relaxamento,
semelhante a vasodilatacdo causada por estas drogas in vivo. O proprio Furchgott
analisou com surpresa estes resultados, pois durante décadas seguidas a utilizacéo
de agonistas muscarinicos (como a prépria acetilcolina) causava apenas contracdes.
Ao analisar acuradamente seus resultados, ele constatou que as diferencas estavam
na forma como a aorta era retirada dos coelhos. Durante anos ele utilizou tiras
helicoidais de aorta de coelho em seus experimentos, preparagao que foi introduzida
em 1953 como ferramenta para o estudo farmacoldgico de substancias vasoativas e
interacbes droga-receptor. JA& nos experimentos em que ele obteve relaxamento
induzido pela acetilcolina, a aorta de coelho era isolada na forma de anéis, de
maneira muito mais cuidadosa do que as preparacdes em forma de tira. Além disso,
para complicar ainda mais esta questdo, nem todas as preparacdes isoladas na
forma de anel respondiam com relaxamento quando em presenca de acetilcolina.
Entdo, a mais importante conclusdo a que chegou Furchgott, nesta fase de seus
experimentos, foi que o relaxamento em resposta a acetilcolina nestas preparacdes
dependia do cuidado com que os ariéis eram isolados. Ele percebeu que quando a

parte interna ou luz dos vasos eram friccionadas, como acontecia com as
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preparacdes helicoidais, o relaxamento a acetilcolina era eliminado. Por outro lado,
guando a intima do vaso era preservada, todas as preparacdes respondiam a
acetilcolina com relaxamento. Ao analisar as preparacfes que ndo respondiam a
acetilcolina com relaxamento, percebeu-se que o endotélio encontrava-se removido
das mesmas. Algum tempo depois, o préprio Fuchgott demonstrou que o endotélio,
estimulado por diferentes agonistas e em diferentes espécies, liberava uma
substancia (ou substancias) labil, de facil difusdo, ndo prostandide, que agia sobre
as células do musculo liso dos vasos sanguineos de diferentes tecidos e espécies,
causando relaxamento (Furchgott & Zawadzki, 1980; para uma revisdo detalhada ver
Furchgott, 1993 e Furchgott, 1996).

A denominacéo fator relaxante derivado do endotélio (FRDE, ou EDRF, para
o termo em inglés endothelium-derived relaxing factor), entretanto, foi utilizada pela
primeira vez apenas em 1983, quando Cherry et al., do mesmo grupo de Furchgott,
assim denominou a substancia (ou substancias) responsavel pelo relaxamento
induzido pela bradicinina em artérias humanas e de caes. Enquanto a identidade do
EDRF permanecia desconhecida, Stuehr & Marietta (1985) demonstraram que
macrofagos de camundongos produziam nitrato e nitrito (N02') em resposta ao
tratamento com LPS, ilustrando pela primeira vez a producédo de 6xidos de nitrogénio
por uma célula especifica de mamiferos. Certamente, uma das mais importantes
contribuicbes sobre o0s mecanismos envolvidos na atividade citotoxica de
macrofagos advém deste periodo, quando Hibbs et al. (1987) relataram que i) a L-
arginina era o substrato utilizado por macrofagos de camundongos na producdo de
NOa' e NOs"; ii) a conversdo de L-arginina para NO2' e NOa' era necessaria para a

citotoxidade de macréfagos contra certas linhagens de células tumorais e iii) que
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anélogos da L-arginina eram eficientes inibidores competitivos desta via.

Finalmente, também em 1987, a descoberta do NO como mediador
enddgeno, e mais ainda, sua identidade com o EDRF, por Palmer, Ferrige &
Moncada, p6s fim a uma davida que tumultuou o meio cientifico durante
praticamente uma década. Este achado foi confirmado pouco depois por Ignarro et
al. (1987).

No ano seguinte Palmer et al. (1988), mostraram que a L-arginina era o
substrato para a formacao de NO pelas células endoteliais. Como era conhecido que
o NO apresentava uma meia vida curta (variando de 1 a 3 segundos, em condi¢cdes
fisiologicas: Vaughn et al., 1998) e rapidamente decaia a N02' e NOs', nado foi dificil
para estes autores reportarem que o NO era o intermediario biologicamente ativo da
via de formacédo de NOZ2 e NOa' a partir da L-arginina, o que foi confirmado
posteriormente em macrofagos por diferentes pesquisadores (Marietta et al., 1988;
Hibbs et al., 1988; Stuehr et al., 1989a). Além disso, analogos da L-arginina ja eram
reconhecidos inibidores da via de formacdo de NOa e NOs', e rapidamente
tornaram-se ferramentas Uteis para o estudo dos efeitos fisiolégicos e
patofisiolégicos do NO (para revisao ver Quinn etal., 1995).

Desde entdo, a via L-arginina-6xido nitrico tem sido relacionada a diversos
processos bioldgicos em quase todos 0s sistemas organicos, como 0 sistema
nervoso, endocrino, imune e cardiovascular. Produzido em quantidade e periodo
apropriados, 0 NO atua como uma molécula sinalizadora essencial em diversos
processos fisioldgicos, como neurotransmissdo, aprendizagem, memoria e regulacdo
do tdnus vascular. Com um peso molecular igual a 30, o NO é certamente uma das

menores moléculas envolvidas em processos de mediagdo celular. Embora néo seja
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um mediador interceiuiar classico (do tipo que se liga a receptores de membrana), o
NO é uma molécula que se difunde livremente e tem seus efeitos biolégicos
determinados pela sua reatividade quimica; como um radical livre, ele reage
rapidamente com espécies contendo elétrons ndo pareados, como oxigénio
molecular, anion superéxido (Oa’) e metais (Mayer & Hemmens, 1997). A complexa
interacdo que ocorre entre o NO e o radical O2, por exemplo, pode gerar 0 anion
peroxinitrito (ONOQO), 0 gual, por ser muito instavel e gerar espécies semelhantes a
radicais hidroxil, desenvolve um importante papel como mediador do estresse

oxidativo em diversos estados patoldgicos (Dalloz et al., 1997).

1.6.2 Producdo de Oxido nitrico por sistemas organicos

O NO é sintetizado por um grupo de enzimas denominadas NO sintases
(NOS). Sua sintese ocorre em duas etapas, iniciando-se pela oxidacdo da L-
arginina, que origina a N“-hidroxi-L-arginina como um intermediario estavel e, na
etapa final, gera L-citrulina e NO em quantidade equimolares (ver Esquema 1). Esta
complexa reacdo envolve o NADPH e o oxigénio molecular como co-substratos
fundamentais, e diversos co-fatores, como a tetrahidrobiopterina (THB4), o
dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) e 0 mononucleotideo de flavina (FMN),
além da calmodulina, considerada um ativador alostérico da NOS (para revisao

detalhada ver Crane et al.,, 1997 e Mayer & Hemmens, 1997).
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Esquema 1: Etapas bioquimicas envolvidas na biossintese de éxido nitrico pela

oxido nitrico sintase (Mayer & Hemmens, Trends Biochem. Sei., 22, 477-481, 1997).

As NOS, encontradas em forma de dimeros quando ativas, sdo enzimas que
contém um grupamento heme e apresentam uma sequéncia muito similar
(aproximadamente 60% de homologia) a do citocromo P-450 redutase, até entdo, a
Unica enzima conhecida em mamiferos que apresentava sitios de ligacdo para o
FAD e o FMN (ver Knowles & Moncada, 1994; Griffith & Stuehr, 1995).

Sao conhecidos trés subtipos de NOS, que constituem a familia das NOS,
classificadas de acordo com sua localizagdo subcelular, sequéncia de aminoacidos,
regulacdo e papéis funcionais em: NOS endotelial (eNOS; enzima constitutiva
inicialmente encontrada em células do endotélio vascular), NOS neuronal (nNOS;
enzima constitutiva inicialmente encontrada em células neuronais), e NOS induzida
(geralmente expressa em diferentes tipos celulares em resposta a estimulos
imunoldgicos ou inflamatérios). O Quadro 1 ilustra as principais caracteristicas dos

trés subtipos de NOS.
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Quadro 1: Principais caracteristicas das 0xido nitrico sintases.

Subtipo Nome Crom*, Caracteristicas Localizagao Expressao
(massa . _ .
alternativo  humano distintas subcelular tecidual
molecular)
Tipo | Célcio-dependente Ligada a proteinas Cél. neuronais

especificas via
dominio PDZ do

Neuronal nNOS Constitutiva M. esquelético

(160 kDa) bNOS 12 Expressdo aumen- o minal aminico

tada durante pro-

cessos inflamatorios

Tipo i Calcio-independente iVlacréfagos
induzida iINOS Induzida Hepatécitos
17 Solavel?
(130 kDa) macNOS Expresséo induzida Cardiomiécitos

porlFN, TNF, LPS

Tipo Il Céalcio-dependente Liga-se ao Goigi e Cel. endoteliais

. _ a caveol rave o
Endotelial eNOS Constitutiva a caveola atraves Cel. epiteliais

de palmitoilacdo e

(134 kDa) ecNOS Expressdo modula- Cardiomiécitos

miristoilacdo do

da pelo estresse de terminal aminico

cisalhamento

* Cromossoma humano que contém o gene responsavel pela expressdo da enzima.

ADAPTADO DE Hemms & Mayer, Meth. Mol. Biol., 100: 1-32, 1997

Cada NOS é produto de um gene distinto. Os genes que codificam a NOS
humana estdo localizados nos cromossomas 12 (para a nNOS), 17 (para a iNOS) e
7 (no caso da eNOS), e sao denominados nosl, nos2 e nos3, respectivamente
(Mayer & Hemmens, 1997). Todas as isoformas da NOS possuem as mesmas
caracteristicas basicas no que concerne aos dominios cataliticos: um terminal
carboxil redutase, com um sitio de ligacdo para FAD, FMN e NADPH, e um terminal

amina oxigenase. O dominio oxigenase contém um grupamento heme e o sitio de
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ligacdo para o co-fator THB4. J4 a calmodulina liga-se justaposta ao lado terminal
amina, na porcao redutase da enzima, proxima ao centro da NOS, praticamente
separando os dominios redutase e oxigenase. Cada isoforma da NOS apresenta
uma extensdo diferente do terminal aminico, 0 qual ndo é essencial para a catalise
de NO e provavelmente esta relacionado & localizacdo intracelular da enzima (para
revisdo detalhada ver Griffith & Stuehr, 1995).

A obtencado de animais que nédo expressam cada uma das trés isoformas da
NOS (animais knockout), tem propiciado importantes informacdes a respeito da
importancia de cada isoforma e os efeitos da sua delecdo em animais intactos
(Huang & Fishman, 1996, apud Moncada et al., 1997). Por exemplo, camundongos
knockout para a eNOS apresentam, como esperado, niveis presséricos muito
maiores do que animais normais (Huang etal., 1995; Shesely etal., 1996).

As trés NOSs humanas apresentam uma sequéncia de aminoacidos muito
semelhante, com uma homologia de aproximadamente 55% entre elas, e, como
predito, a regido mais conservada corresponde aquela envolvida diretamente no
processo de catalise. Uma alta homologia também ¢é verificada entre todas as NOS
encontradas em diferentes espécies (aproximadamente 80-90%). Embora a ativacéo
das trés isoformas de NOS dependa da modificacdo alostérica causada pela ligacéo
com a calmodulina, o que é regulado pela presenca de célcio e formacdo do
complexo célcio-calmodulina, apenas a eNOS e a nNOS dependem da elevacédo das
concentracbes de célcio intracelular para ligarem-se a calmodulina e,
consequentemente, tornarem-se ativas. A INOS, ao contrario, é capaz de ligar-se a
calmodulina com alta afinidade, mesmo em presenca de baixas concentragdes

intracelulares de célcio. Estas caracteristicas fazem com que a atividade da eNOS e
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da nNOS, mas ndo da INOS, seja modulada diretamente pelas variagdes nos niveis
intracelulares de célcio (Moncada et ai, 1991; Snyder & Bredt, 1992).

Talvez a diferenga mais importante entre as enzimas constitutivas eNOS e
NNOS e a enzima induzida INOS esteja relacionada ao periodo de producédo e a
guantidade final de NO gerado por cada uma destas enzimas. Uma vez estimuladas,
a eNOS e a nNOS permanecem ativas durante curtos periodos de tempo, gerando
apenas quantidades picomolares de NO. Por sua vez, quando expressa, a iINOS
libera NO durante longos periodos, produzindo quantidades nanomolares deste gas.
Por exemplo, a INOS induzida no figado de ratos, em resposta a administracdo de
altas doses de LPS, gera elevadas quantidades de NO, pelo menos até 15 horas
apoés o tratamento com LPS (Knowles et al., 1990).

Por sua vez, a associacdo das trés isoformas da NOS com o endotélio,
neurdnios e processos de inducdo €, no entanto, uma classificacdo simplista. Por
exemplo, a eNOS é encontrada ndo apenas em células do endotélio vascular como
também em plagquetas e em certas populagdes neuronais do cérebro, enquanto a
NNOS tem sido igualmente encontrada no epitélio dos brdonquios e da traquéia, bem
como no musculo esquelético. Além do mais, algumas diferencas tem sido
identificadas entre INOS obtidas de diferentes tecidos das mesmas espécies. Por
fim, enquanto a eNOS e a nNOS podem ser induzidas (ou, talvez mais exatamente,
ter seus niveis de expressdo regulados) em certas situagdes como durante
exercicios cronicos, lesbes em nervos ou durante a gravidez (quando a INOS
também € induzida), a INOS parece estar presente constitutivamente em alguns
tecidos, incluindo o epitélio brénquico de humanos, os rins de ratos e alguns tecidos

fetais (para revisdo ver Moncada et al., 1997; Michel & Feron, 1997; Cooke & Dzau,
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1997).
1-6.3 Alvos moleculares do 6xido nitrico

Um grande numero de ligantes, incluindo horménios, autacoides, drogas e
toxinas, tem o GMP ciclico (GMPc) intracelular como o mediador de seus efeitos
bioldgicos. A producdo de GMPc ocorre a partir da atividade de enzimas
denominadas guanilato ciclases, que catalisam a conversao de GTP para GMPc. As
guanilato ciclases se dividem em duas categorias principais: do tipo sollvel (a Unica
que é ativada pelo NO) e do tipo ligada a membrana. O espectro de eventos
fisiologicos regulados pelo GMPc inclui respostas da retina a estimulos luminosos,
percepcado do olfato, formagcdo de esterbides, transporte i6nico nos rins e no
intestino, regulacdo dos transientes intracelulares de célcio (importante para a
agregacao plaquetaria) e regulacdo da contratilidade do muasculo liso e cardiaco.
Além do mais, a producdo exacerbada ou a hiper-reatividade ao GMPc tem sido
relacionada a situagcfes patolégicas, como o choque endotoxémico e a diarréia
secretoéria, e a hiporreatividade, por sua vez, com a hipertensao (para revisao ver
Schmidt ei a/., 1993).

O NO ¢é considerado o principal modulador endégeno da atividade da
guanilato ciclase solavel (CGs), e sua capacidade de ativar estas enzimas foi
demonstrada dois anos antes da descoberta do EDRF (Murad et al., 1978). Além
disso, mesmo quando o EDRF né&o tinha sua identidade definida, a correlagdo que
éxistia entre aumento nos niveis de GMPc e a vasodilatacdo induzida por agentes
endotélio-independentes, coletivamente denominados “nitrocompostos”, possibilitou

qgque Furchgott e colaboradores sugerissem, em 1981, que o acumulo de GMPc era
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também o mecanismo envolvido no relaxamento induzido pelo EDRF (Rees, 1991).
A interacdo precisa entre o0 NO e a GCs ndo é completamente conhecida, mas a
reacdo entre o NO e o grupamento heme da enzima, que leva a formacéo de cinco
complexos nitrosil-heme coordenados e altera a configuracdo de um anel porfirinico,
tem sido sugerida como responsavel pela inducdo do estado ativado da enzima, que
proporciona a conversdo de GTP para GMPc (Ilgnarro et al., 1982; Ignarro et al.,
1984; para revisdo ver Ignarro et ai, 1994).

Embora o alvo efetor endégeno do NO mais estudado seja a GCs, in vivo o
NO também é capaz de interagir com o oxigénio, radicais de oxigénio e proteinas
contendo metais e grupamentos tidis, 0s quais, por esta razdo, constituem
importantes alvos de interacdo para o NO, que podem levar ou ndo a importantes
efeitos biolégicos. Por exemplo, a interacdo do NO com o grupamento heme da
hemoglobina origina a metahemoglobina, enquanto ao interagir com a
oxihemoglobina o NO pode ser facilmente convertido a nitrato por meio de uma
reacao oxidativa. Estes dois eventos podem contribuir para a inativacdo do NO. Por
outro lado, a reacdo entre o NO e o anion superéxido (com formacéo de peroxinitrito
e radicais hidroxil ou acido peroxinitroso), além de servir como meio de inativacdo do
NO (ou do anion superéxido), pode estar envolvida em importantes danos oxidativos
contra o préprio organismo ou contra agentes patdégenos, dependendo das
circunstancias existentes. J4 a interacdo do NO com ti6is livres — dos quais o
principal tiél intracelular € o glutationa — proporciona a formacdo de compostos S-
hitrosotidis. Estes compostos sdo considerados verdadeiros estoques intracelulares
de NO, pois possuem estruturas muito mais estaveis (geralmente tém meia-vida de

horas) e mantém as mesmas propriedades biolégicas deste gas, ao atuarem como
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verdadeiros doadores enddgenos de NO (para detalhes acerca de S-nitrosotidis, ver
Butler & Rhodes, 1997).

0 NO pode ainda alterar a funcdo de proteinas sinalizadoras, receptores,
enzimas, canais ibnicos e fatores de transcricdo, ao interagir com grupamentos
heme ou grupamentos tidis presentes em locais estratégicos, como o sitio ativo ou o
sitio alostérico (Stamier, 1994). Por exemplo, o NO reage em um processo de
nitrosilacdo direta com proteinas alvo. Esta reacéo tem sido denominada “estresse
nitrosativo” e esta implicada na inativacdo, pelo NO, do receptor ionotrépico
glutamatérgico do tipo A/-metil-D-aspartato, da proteina sinalizadora p2lras, da
proteina quinase C e do fator de transcricdo OxyR, dentre outros (para revisao ver
Clancy et ai, 1998).

A GCs (encontrada no citosol), € uma enzima heterodimera com 150-kDa,
expressa em muitos tipos celulares, como células do musculo liso vascular, miécitos
cardiacos e plaquetas (Dierks & Burstyn, 1998). Nas plaquetas, o aumento dos
niveis de GMPc inibe a agregacdo plaquetaria, enquanto no tecido cardiaco, a
ativacdo da GC pode atenuar a contratilidade miocéardica (Kelly et ai, 1996). Nas
células do musculo liso vascular, a ativacdo da GCs causa o relaxamento muscular,
gue esta associado a um aumento nos niveis intracelulares de GMPc (Murad, 1986).
O acumulo de GMPc conduz & ativacdo de proteinas quinases dependentes de
GMPc (que fosforilam a cadeia leve de actina-miosina), além de, em alguns tecidos,
modular a atividade de fosfodiesterases e canais idnicos. Entretanto, embora a
ativacdo da GCs provavelmente seja 0 mecanismo primario pelo qual o NO induz o
relaxamento do muasculo liso vascular, o GMPc parece ndo ser o Unico responsavel

por este processo. Recentemente tem sido demonstrado, em experimentos in vitro.
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que 0 préprio NO é capaz de agir, por exemplo, diretamente sobre canais de K
ativados por calcio (Bolotina et al., 1994; Mistry & Garland, 1998). Estes resultados
tém levantado a hipotese de que a hiperpolarizacdo evocada pelo NO, através da
abertura de canais de K", provavelmente como resultado de S-nitrosilagdo de algum
residuo de cisteina critico para o funcionamento do canal, possa estar também
envolvida, em alguns tipos de vasos, no processo de vasodilatagcdo induzido pelo
NO. A importancia dos canais de potassio na regulacdo da pressao arterial sera

abordada posteriormente.

1.6.4 Aspectos fisiopatoldgicos do 6xido nitrico: envolvimento no choque séptico

O oOxido nitrico, derivado das enzimas constitutivas, € um importante
determinante, por exemplo, da homeostasia da pressdo arterial e da agregacéo
plaquetaria, além de estar envolvido na transmissdo nervosa central e periférica
(Moncada et al., 1991).

Estudos recentes tém demonstrado que a nNOS desenvolve um papel
importante  ndo apenas em fungcbes neuronais, como liberacdo de
neurotransmissores, desenvolvimento neuronal, regeneracdo, plasticidade sinaptica
e regulacdo da expressdo génica, mas também em uma variedade de desordens
nas quais a producdo excessiva de NO causa problemas neurolégicos (para reviséo
ver Yun et al.,, 1997). Por exemplo, inUmeras evidéncias implicam o NO como um
mediador de neurotoxidade, especialmente em resposta a ativacdo de receptores
NMDA pelo glutamato, durante um acidente vascular cerebral e em patologias como
as doencas de Alzheimer e de Huntington (para revisdo ver Zhang & Snyder, 1995).

No leito vascular, a eNOS, que possui 135 kDa, é ativada por diversos
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receptores de membrana (como receptores bradicinérgicos e muscarinicos) e pelo
aumento no fluxo sanguineo {shear stress ou estresse de cisalhamento). A
demonstracdo da existéncia de uma liberacdo fisiologica continua de NO no leito
vascular adveio de trabalhos como o realizado por Rees et al. (1989), que
demonstraram que a administracdo de L-NMMA, um analogo da L-arginina e inibidor
da NOS, causava um estado de hipertensdo arterial que era totalmente revertido
pela administracdo de L-arginina. A importancia da liberacdo fisiologica de NO no
controle da pressdo arterial foi confirmada com a obtencdo de camundongos
knockout para a eNOS (Huang et al.,, 1995; Shesely et al., 1996). Esta liberacéo
basal de NO é regulada pelo shear stress, e, embora ndo se conheca exatamente
como a superficie luminal é capaz de perceber as alteragcdes no fluxo e na presséao
interna dos vasos (talvez através de alteragdes no citoesqueleto endotelial ou
estruturas vizinhas), a ativacdo da eNOS, mediada por esse mecanismo, € ao
menos em parte consequéncia de aumentos nas concentracdes intracelulares de
calcio (para revisdo ver Busse & Fleming, 1995). Além disso, no sistema
cardiovascular, o NO ainda previne a ativacdo de plaquetas, limita a adesdo de
leucocitos ao endotélio e regula a contratilidade do miocardio (para revisdo ver Nava
eia/., 1995).

A reducao da producdo de NO pela eNOS vem sendo envolvida em iniumeras
situacdes patoldgicas, tais como a hipertensao arterial, a hipertensdo pulmonar e a
aterosclerose. Entretanto, o envolvimento do NO nestas doencas permanece pouco
claro. No caso da hipertenséo arterial espontanea, por exemplo, a producdo de NO
parece estar elevada, mas isto ndo é suficiente para normalizar os niveis pressoricos

(para revisdo ver Nava et al.,, 1995). Em ratos espontaneamente hipertensos é
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possivel que a quantidade de NO produzida seja ineficaz para garantir a
tionneostasia devido a um aumento na sua inativagdo. Um desequilibrio entre os
niveis de superdoxido e superéxido dismutase nas paredes dos vasos tem sido
sugerido como uma das causas desta maior inativacdo de NO (Nakazono et al,
1991 apud Nava et ai, 1995). Por outro lado, a hipertensdo em ratos Dahl/Rapp (isto
é, deficientes em vasopressina), foi completamente abolida por suplementacdo com
L-arginina (Chen & Sanders, 1991), o que sugere que o NO pode ter um importante
papel na instalacdo da hipertensdo arterial, dependendo dos fatores que a
desencadeiam.

Se por um lado a reducéao da producao basal de NO pode estar envolvida na
génese de doencas cardiovasculares, a expressdao da INOS e consequente
producdo de quantidades de NO maiores do que as fisiolégicas ocorre em um
grande namero de doencas. Em roedores, o NO produzido pela iNOS de macréfagos
ativados desenvolve um papel fundamental como molécula citotoxica contra diversos
parasitas e células tumorais (Moncada et al., 1991; para revisdo ver Fang, 1997).
Uma expressdo similar de iNOS ocorre também em macréfagos de humanos em
uma série de doencas infecciosas, o que é um importante indicio de uma
participacdo primordial do NO também na atividade citotoxica das células de defesa
de humanos (Krdncke et al, 1998). A expressdao de INOS durante periodos
prolongados e continuos tém, no entanto, sido relacionada a algumas doencas auto-
imunes, como artrite reumatodide e esclerose mdltipla, a eventos isquémicos (como
infarto do miocardio e acidente vascular cerebral), a processos neurodegenerativos
(como a deméncia decorrente da AIDS e as doencas de Parkinson e de Alzheimer),

bem como a doencas inflamatdrias crénicas das vias aéreas (asma), dos rins
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(glomerulonefrites) e da pele (lupus eritematoso cutaneo, dermatites), dentre outras.
Embora em experimentos com animais de laboratério a inibicdo da iINOS melhore
muitos dos sintomas relacionados as doencas listadas anteriormente, o grau exato
de beneficios e/ou danos gerados pela atividade da INOS em humanos durante
estas doencas ainda nao € completamente compreendido (para revisao ver Krdncke,
1998).

A producédo excessiva de NO parece ser uma das principais causas de alguns
dos sintomas do choque séptico (Fleming et al., 1990; Wright et al., 1992; Wu et al.,
1996). Neste caso a INOS é expressa em células fagociticas, como macrofagos
(Marietta et al., 1988; Hibbs etal., 1988; Stuehr ef a/., 1989b) e neutrdfilos (McCall et
al., 1989), céiuias endoteliais (Radomski et al., 1990) e células do musculo liso
vascular (Knowles et al., 1990), dentre outras, em resposta a produtos bacterianos
e/ou citocinas (como o IFN-y, a IL-ip e o TNF-a, por exemplo).

A utilizacao de inibidores da NOS tem mostrado-se apta a restabelecer niveis
pressoricos normais tanto nas primeiras horas ap6s a administracdo de LPS
(Kilbourn etal., 1990; Klabunde & Ritger, 1991; Teale & Atkinson, 1992) como até 18
horas apds a inducdo do choque endotoxémico (Rees et al.,, 1998), além de
melhorar os indices de sobrevivéncia em modelos de sepsis (Wu et al., 1.995; Strand
et al., 1998) e atenuar a faléncia mdultipla de o6rgados e a faléncia circulatéria
decorrentes da administracdo de LPS em ratos (Wu et al., 1996). Entretanto,
Laubach et al. (1995) mostraram que, apesar de camundongos knockout para o
gene da iNOS serem menos susceptiveis a alguns sintomas do choque séptico,
estes animais ndo sdo resistentes a doses letais de LPS. Além disso, embora a

expressdo de INOS esteja associada também a depressdo da atividade cardiaca
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existente durante o choque séptico (Schulz et al., 1992; Stein et al., 1996), a inibicao
da atividade da NOS tem mostrado-se ineficaz em restabelecer a funcdo cardiaca
tanto nas fases iniciais (Klabunde & Coston, 1995) como tardias (Keller et al., 1995)
do choque endotoxémico. Diversos estudos em animais (por exemplo Wright et al,,
1992) e em humanos (Petros et al., 1994) tém apontado a inibicdo da NOS como
benéfica (Mulder et al., 1994; Kiehl et al., 1997; Avontuur et al., 1998a; Avontuur et
al., 1998b) ou prejudicial (Petros et al., 1994; Sakiniene et al., 1997) durante o
choque séptico. Estas diferencas podem decorrer da utilizagcdo de inibidores nao-
seletivos, das doses utilizadas e das condi¢cfes experimentais implementadas. Como
sugerido por Wright et al. (1992), os efeitos benéficos da utilizacdo de inibidores da
NOS parecem estar relacionados a inibicdo da isoforma induzida, enquanto os
efeitos deletérios relacionados a inibicdo das enzimas constitutivas. Mesmo assim,
ao buscar-se uma inibicdo seletiva da INOS, deve-se considerar que o NO gerado
por esta enzima possui, ao menos inicialmente, uma fungdo citotdéxica contra
agentes patégenos.

Parece existir um consenso quanto a participacdo do NO no fendmeno de
hiporresponsividade a vasoconstritores que se instala durante o choque séptico
(Julou-Shaeffer ei a/., 1990; Gray et al., 1990; Gray et al. 1991; Vallance et al., 1992;
Cai et al.,, 1996). Diversos autores tém demonstrado que a inibicdo da atividade da
NOS em ratos tratados com LPS é capaz de restaurar as respostas in vivo para
diferentes agentes vasoconstritores, como a endotelina-1 (Hollenberg et al., 1997) e
a noradrenalina (Hom et al., 1995), por exemplo. Além do mais, a inibicdo da
guanilato ciclase com azul de metileno parece ser capaz de reverter este quadro de

hiporresponsividade a vasoconstritores (Fleming et al., 1991) e melhorar a presséao
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arterial média e outros parametros vasculares em ambos, animais endotoxémicos
(Zzhang et al.,, 1995; Cheng & Pang, 1998) e humanos com choque séptico
(Schneider etal., 1992; Gachot etal., 1995; Daemen-Gubbels, 1995). Curiosamente,
embora o aumento na producdo de GMPc durante o choque séptico seja
comumente relacionado a producdo de NO, Wu e colaboradores tém acrescentado
evidéncias acerca da ativacao da guanilato ciclase através de uma via independente
da acdo do NO, a qual seria responsavel por alguns sintomas do choque séptico,
como a proépria hiporresponsividade a vasoconstritores (Wu et al., 1994; Wu et al,,
1998).

Recentemente, Hall et al. (1996) demonstraram evidéncias sobre a existéncia
de uma ativacdo anormal de canais de potassio induzida pela incubacao de LPS em
preparacdes isoladas de aorta de rato. Anteriormente, Miyoshi & Nakaya (1994) ja
haviam demonstrado, em cultura de células de musculo liso da artéria coronéaria de
porcos, que a exposicdo ao LPS e inducdo da iINOS era capaz de prolongar o
periodo de abertura de canais de K" ativados por calcio. Em uma linha de resultados
semelhantes. Price et al. (1997) sugeriram inclusive que, 180 minutos apds a
exposicdo ao LPS, os efeitos relaxantes da acetilcolina em arteriolas do musculo
cremaster esquerdo de ratos anestesiados passam a envolver a ativagdo de canais
de K" ativados por célcio. Da mesma forma, a hiporreatividade a fenilefrina, em
experimentos com anéis de aorta isolados de animais endotoxémicos, parece contar
com 0 envolvimento de canais de potassio, muito provavelmente aqueles ativados
por calcio (Wu et al., 1998).

Mesmo frente aos inumeros trabalhos existentes, pode-se perceber que os

mecanismos celulares envolvidos na hiporreatividade do musculo liso vascular a
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agentes vasoconstritores durante o choque séptico permanecem mal esclarecidos
(Kilbourn et al., 1997). A utilizacdo de LPS na maior parte dos estudos que avaliam
0s sintomas do choque séptico €, sem davida, um dos fatores que contribuem para
esta lacuna de conhecimentos. Considerando-se que o LPS estimula a liberacdo de
uma vasta lista de mediadores, dos quais varios apresentam efeitos
cardiovasculares (para revisao ver Brandtzaeg, 1996a), a utilizacdo de endotoxinas
em modelos de choque séptico pode, algumas vezes, demonstrar-se inadequada,
uma vez que limita estudos que buscam avaliar a participacdo de substancias
especificas neste processo. Desta forma, a maior parte dos aspectos que apontam
para o envolvimento do NO, no fendmeno de hiporresponsividade a vasoconstritores
existente no choque séptico, sdo evidéncias indiretas, obtidas através da
administracdo de inibidores da NOS, da analise da expressdo de iINOS e dosagem
dos niveis de nitrato e nitrito, dentre outros.

Por esta razdo, n0s avaliamos a relagdo entre a exposicdo do sistema
cardiovascular de ratos a quantidades excessivas de NO e os efeitos de compostos
vasoativos, do ponto de vista hemodinamico. Com este intuito, buscamos
desenvolver um modelo experimental que possibilitasse o estudo direto dos efeitos
do NO sobre as respostas vasculares a substancias vasoconstritoras e
vasodilatadoras, para o que utilizamo-nos da infusdo de doadores de NO. Como
nossos resultados demonstrardo, este modelo mimetiza notavelmente algumas
alteracbes vasculares existentes no choque séptico, sem a necessidade da
utilizacdo de LPS. Finalmente, canais de K" parecem estar diretamente relacionados
as alteracdes na responsividade vascular induzidas, in vivo, pela administracdo de

doadores de NO.
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1.7 Importancia dos canais de potassio na funcdo vascular: modulacdo pelo

oxido nitrico e outras substancias derivadas do endotélio

O potencial de membrana é o principal determinante do ténus vascular,
particularmente na vasculatura de resisténcia, responsavel pela regulacdo da
pressdo sanguinea sistémica e da pressdo de perfusdo organica. A despolarizacéo
da membrana aumenta, enquanto a hiperpolarizacdo diminui a atividade de canais
de célcio voltagem-dependentes, presentes na musculatura vascular, 0s quais
causam alteracdes nas concentracfes intracelulares de calcio, fator que regula os
fendbmenos de vasoconstricAo e vasodilatacdo. O potencial de membrana no
musculo liso vascular € determinado pela permeabilidade da membrana a diversos
fons, incluindo o potassio, o calcio, o s6dio e o cloreto. Outros mecanismos de
transporte, além dos canais ibnicos, como a bomba NaVWK"” ATPase e o transporte de
anions, podem contribuir para a permeabilidade idbnica de membrana. Dentre estas
estruturas, o0s canais de potassio destacam-se na regulacdo do potencial de
membrana do musculo liso vascular, pois o0 bloqueio destes canais resulta em uma
despolarizacdo substancial da membrana, enquanto a ativacdo dos mesmos conduz
a uma pronunciada hiperpolarizacdo e inibicdo da forca de contracdo vascular,
devida, em parte, & reducdo da concentracdo intracelular de calcio (Brayden, 1996;
Okada et a/., 1993).

Nas ultimas décadas, um grande numero de canais idnicos tem sido descrito

nas células endoteliais e células do musculo liso, mas as caracteristicas,

l.
distribuicdo, modulacao e identidade molecular destas estruturas permanece alvo de

intensos estudos. Sabe-se que existem pelo menos 4 tipos diferentes de canais de

potassio, denominados, de acordo com suas caracteristicas principais, como canais
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(de potassio) retificantes (Kir), canais voitagem-dependentes (Kv), canais sensiveis
ao ATP (Katp) e canais ativados por calcio (K(a) Estes dUltimos s&o ainda
classificados em trés subclasses, de acordo com a permeabilidade que apresentam,
em i) canais N:ade alta condutancia, também denominados de Big channels (BKC&),
que apresentam condutadncia entre 165 e 220 pS, i) canais Kca de média
condutancia, ou condutancia intermediaria (MKca/lKca), que apresentam condutancia
entre 30 e 80 pS e i) canais Nﬁ de baixa condutancia (SKca), gue apresentam
condutancia de aproximadamente 10 pS. Todos estes canais atuam integrando a
variedade de estimulos vasoconstritores e vasodilatadores existentes, tanto sob
condicBes fisiologicas como patologicas, sempre através da regulacdo do potencial
de membrana e do estado de contratilidade celular (para revisdo ver Brayden, 1996
e Nilius et al.,, 1997). O Quadro 2 descreve os tipos de canais de K" conhecidos,
suas principais caracteristicas e as substancias capazes de bloquea-los ou ativa-los.

Diferentes mecanismos podem estar envolvidos na modulagdo de canais de
potassio por segundos mensageiros, mas eventos de fosforilacdo e defosforilacdo
dos canais vém sendo considerados os mais usuais (Catterall et al., 1991). Além
disso, os canais de K" podem ser modulados pela interacdo direta com a proteina G
(Yatani et al., 1987), acOes de produtos da fosfolipase A2 (Piomelli et al., 1987) e
pela interacdo direta com célcio (Dubinsky & Oxford, 1985), dependendo da espécie
e tecido em estudo.

Como ja foi antecipado, recentes evidéncias tém demonstrado que os canais
de K podem ainda ter sua ativacdo modulada pelo NO. Embora em uma primeira
instancia seja 6bvio que, uma vez que vasodilatadores endotélio-dependentes (os

quais tém seus efeitos mediados por NO) agem estimulando a entrada de calcio



Envolvimento de canais de K" nas altera¢gfes da responsividade vascular induzidas pelo NO

Quadro 2: Caracteristicas gerais dos canais de potassio.

Tipo de
canal

BKCa

IKca

SKCa

I<IR

Karp

Kv

Kina

I<Vo|

KACh

Descricéo

canal de K" sensivel
80 Ca de alta
condutancia

canal de K" sensivel
ao can* de
condutancia
intermediaria

canal de K"sensivel
ao Ca"" de baixa
condutancia

canal de influxo
retificante

canal de K* sensivel
ao ATP

canal de K* ativado
pela voltagem

canal de K* ativado
pelo Na*

canal de K* sensivel
ao volume

canal de K* ativado
pelo receptor
muscarinico atrial

iVlecanismos
regulatérios

sensivel a voltagem

pequena ou nenhuma
sensibilidade a
voltagem

pequena ou nenhuma
sensibilidade a
voltagem

iVig"" e poliaminas
intracelulares
responsaveis pelo
influxo de retificagéo

inibido pelo ATP
sensivel ao pH

facilitado pelo difosfato
de nucleosideo

ativacdo retardada
inativacdo lenta

insensivel a voltagem

ativado pelo aumento
do volume celular

sensivel a voltagem
retificante de influxo

Bloqueadores

' ibériotoxina
caribdotoxina

noxiutoxina

penitrem-A
tetraetilamonio

cateidil
trifiuoroperazina
haloperidoi
caribdotoxina
clotrimazole
tetraetilaménio

apamina
ieiurotoxina |
(+)-tubocurarina
tetraetilaménio

LY97241
veneno de vibora
Sr'*

Ba™*

Cs*
tetraetilamonio

glibenclamida
tolbutamida
fentolamina
ciclazindol
lidocaina
tetraetilamonio

4-aminopiridina
tetraetilamonio
caribdotoxina

Cal™
Ba”"

quinidina
lidocaina
cetiedil

Ba"*

Cs*
4-aminopiridina
tetraetilamonio

quinina

Ativadores

NS004
NS1619
DHS-1

levcromacalin
diazoxida
apricalim
pinacidii

* existem trés diferentes SK clonados; SK1, SK2 e SK3. SK2 e SK3 sdo susceptiveis a apamina e a
(+)-tubocurarina, enquanto o SK1 é resistente a estes dois bloqueadores.
Outros tipos de canais de K* menos conhecidos foram omitidos da tabela.

FONTE: Receptor & lon Channel Nomenclature Supplement, TiPS., 87-91, 1998.



Envolvimento de canais de K+ nas altera¢des da responsividade vascular induzidas pelo NO 34

para 0 meio intracelular, e que este fato isolado jA é capaz de estimular canais de
Kca, aumentando o influxo de potassio, hiperpolarizando as células endoteliais e
aumentando o gradiente eletroquimico, o NO parece ser capaz de ativar mualtiplos
tipos de canais de potassio (Koh et al., 1995), podendo isto ocorrer como um efeito
direto (Bolotina et al., 1994; Mistry & Garland, 1998) ou através da ativacdo de
proteinas quinases dependentes de GMPc (Archer et al., 1994).

Embora no passado indmeros autores tenham sugerido que o NO era incapaz
de causar alteragcdes no potencial de membrana, e que portanto, seus efeitos nao
estavam relacionados a eventos de hiperpolarizacdo (por exemplo Huang et al,
1988; Beny & Brunet, 1988; Komori et al., 1988), a vasodilatacdo ou o relaxamento
induzido por algumas substancias enddégenas, como a acetilcolina (ver Brayden et
al., 1991), a bradicinina (Berg & Koteng, 1997) e o préprio NO (Bolotina et al., 1994),
bem como de vasodilatadores exdégenos usados na clinica, como o trinitrato de
glicerila (Ishibashi et al., 1995) e o nitroprussiato de sddio (Thirstrup & Nielsen-
Kudsk, 1992; Ishibashi et al., 1995), vém j& ha alguns anos sendo atribuidos, ao
menos em parte, a hiperpolarizagcdo causada pela ativacdo de canais de K". De fato,
Tare et al. (1990) demonstrou que o NO, seja ele derivado do endotélio ou de drogas
nitrovasodilatadoras, pode mediar  tanto 0 relaxamento como a
repolarizacao/hiperpolarizacdo do musculo liso arterial, além de demonstrar que para
isso, algumas vezes, sdo necessarias concentracdes de NO maiores do que as
concentracOes utilizadas para causar apenas os efeitos relaxantes, sugerindo que
talvez esta tenha sido uma das razbes que levou inUmeros autores a ndo visualizar a
inducao de hiperpolarizacédo pelo NO.

Além da modulacdo pelo NO, a regulacdo da atividade dos canais de K" vem
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sendo relacionada, em diversos modelos experimentais, com a acdo do fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF, do inglés endothelium-derived
hyperpolarizing factor). A descoberta do EDHF adveio das observacdes de Taylor &
Weston (1988), que reportaram a liberagcdo de um outro fator, diferente do EDRF,
durante o relaxamento vascular dependente do endotélio. Segundo os autores, este
novo fator poderia contribuir no processo de relaxamento vascular, através de um
aumento no potencial de membrana (hiperpolarizagdo) das células do musculo liso.
A demonstracdo por Chen et al. (1988) de que, em prepara¢des como a artéria aorta
e a artéria pulmonar de ratos, a resposta relaxante ao NO derivado do endotélio era
bloqueada através da adicdo de hemoglobina (que liga-se ao NO e o inativa) e de
azul de metileno (que inibe a guanilato ciclase), independentemente do fenbmeno de
hiperpolarizacdo do musculo liso, criou evidéncias diretas para a existéncia da
liberacdo endoteliai do EDHF (para revisao ver Garland et ai, 1995).

Embora mais de uma década tenha se passado desde a descoberta do
EDHF, a identidade do mediador (ou mediadores) responsavel pela hiperpolarizacéo
atribuida a este fator permanece desconhecida. Entretanto, diversas substancias
vém sendo sugeridas como responsaveis pelos efeitos do EDHF, dentre as quais
incluem-se o0 Oxido nitrico, acidos epoxieicosatriendicos, endocanabindides,
prostaciclina, espécies reativas de oxigénio e o mondxido de carbono (para revisao
detalhada ver Mombouli & Vanhoutte, 1997). Recentemente, o proprio ion K%
originario de células endoteliais, foi apontado como mais um possivel candidato a
identidade do EDHF (Edwards &Weston, 1998).

O mecanismo pelo qual o EDHF induz altera¢gbes no potencial de membrana

do musculo liso estd associado a um aumento na condutadncia da membrana, o qual
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parece refletir um aumento na permeabilidade de ions potassio. Embora ndo esteja
definido qual o tipo de canal de potassio responsavel pelos efeitos do EDHF, o
envolvimento de canais de potassio sensiveis ao ATP, voltagem-dependentes e
ativados por calcio vém sendo demonstrado, dependendo do tipo de preparacdo ou
tecido estudado. Por exemplo, em preparacdo perfundida do leito mesentérico
arterial de rato, a vasodilatacdo induzida pela acetilcolina, que parece ser
predominantemente mediada por EDHF, ¢é totalmente abolida por apamina,
sugerindo que o EDHF pode agir através de canais de SKca (para revisdo detalhada
ver Garland et al., 1995). Por sua vez, Petersson et al. (1997) demonstraram que 0
relaxamento mediado por EDHF em artérias cerebrais é inibido através da
associacdo de caribdotoxina e apamina, duas substancias reconhecidas como
bloqueadoras de canais de SKca e Kv, respectivamente, sugerindo que, a0 menos
em artérias cerebrais, estes dois tipos de canais de K" podem ser ativados pelo
EDHF.

Como pbéde ser visto acima, canais de potassio desempenham um importante
papel na excitabilidade e, consequentemente, na funcédo celular. O envolvimento
destes canais ibnicos na regulacdo de processos fisiolégicos e na instalacdo de
guadros patolégicos tem estimulado o desenvolvimento de diversas drogas, das
quais muitas estdo em avaliacdo clinica ou experimental e destinam-se, por
exemplo, ao uso como agentes antifibrilantes ou antiarritimicos (inibidores de canais
de K", a Classe Il dos agentes antiarritimicos), protetores contra a isquemia
cardiaca, anti-hipertensivos e anti-asmaticos (para revisdo ver Escande & Standen,
1994). Certamente, ampliar o conhecimento acerca dos fatores que podem modular

ou alterar a funcionalidade de diferentes tipos de canais de K", seja em condi¢cfes
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fisiologicas ou patoldgicas, pode criar novos alicerces para o tratamento de inUmeras
doencas e contribuir para o desenvolvimento de terapias que visem a modulagcao

destes canais.



Il - Objetivos

Este estudo teve como objetivo investigar a participagcdo do 6xido nitrico na
origem e manutencado das alteracbes na responsividade vascular existentes durante
0 choque séptico, sem a administracdo de LPS e, portanto, sem o envolvimento de
uma série de mediadores liberados nesta condicdo patoldégica. Para isso, 0s
seguintes objetivos especificos foram delineados:

a) Desenvolver um modelo experimental, através da infusdo de doadores de

NO, gue mimetizasse a exposicdo do sistema cardiovascular a quantidades
de NO superiores as fisiolégicas, como ocorre durante o choque séptico;

b) Examinar as consequéncias da infusdo de doadores de NO sobre a

responsividade vascular a diferentes vasoconstritores e vasodilatadores;

c) Avaliar o envolvimento de canais de nas alteracdes da responsividade

vascular a fenilefrina e a bradicinina, desencadeadas pela infusdo de

doadores de NO.



Il - Material e WIétodos

3.1 Animais utilizados

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados ratos Wistar, fémeas e
machos (utilizados de forma randémica), com 3 a 4 meses de idade e pesos
variando entre 170/220 g e 250/300 g, respectivamente. Todos os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e
mantidos no Biotério Setorial da Coordenadoria Especial de Farmacologia até a
realizacdo dos experimentos. A temperatura ambiente (22 + 2° C) e o ciclo de luz
claro/escuro (12/12 h) foram controlados automaticamente. Os animais tiveram livre

acesso a alimentacdo e agua até o momento do experimento.

3.2 Procedimentos cirdargicos

Todos os procedimentos descritos a seguir foram realizados de acordo com
as Diretrizes de Cuidados com Animais de Laboratério do Instituto Nacional de
Saude dos Estados Unidos da América (NIH; USA). Para a mensuracdo da pressao
arterial, os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina (90
e 15 mg/kg, respectivamente, administrada pela via intramuscular e suplementada a
intervalos de 45 a 60 min), como sugerido por Gratton et al. (1995). Apés a fixacédo
em decubito ventral sobre a mesa cirurgica, a veia femoral esquerda foi localizada e
dissecada (Figura 1, foto 1) para a insercdo de uma agulha conectada a um cateter
de polietleno (PE 20), destinado & administracdo das drogas e solucdes

empregadas neste estudo (Figura 1, foto 2). Imediatamente apds a canulacdo da
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veia femoral, 30 Ul de heparina, diluida em solucdo salina tamponada com fosfato
de Dulbecco (PBS, composto, em miVl, por; NaCl 137, KCI 2.7, KH2PO4 1.5, NaHP(4
8.1; pH 7.4), foi administrada para prevenir codgulos e obstrucdo das canulas. Em
seguida, todos os animais foram traqueostomizados e mantidos sob respiracdo
espontanea. A artéria carotida direita de cada animal foi localizada e
cuidadosamente isolada do nervo vago e tecidos adjacentes. Com o auxilio de linha
de sutura, o fluxo sanguineo da artéria carotida foi interrompido na altura de sua
extremidade distai, enquanto o fluxo em sua extremidade proximal foi
temporariamente suprimido pela compressdo com uma pinca curva. Utilizando-se
uma tesoura oftalmolégica, um pequeno corte foi realizado na regido medial da
porcdo da artéria cardtida clampeada (Figura 1, foto 3), servindo como via para a
insercdo de um cateter de polietilieno (PE 20), devidamente heparinizado, que foi
firmemente conectado a artéria e destinou-se a mensuragdo continua da pressao
arterial, frequéncia cardiaca e coleta de amostras de sangue (Figura 1, foto 4).

Durante 0 experimento, todos os animais tiveram a temperatura corporal
monitorada (através de um termdmetro retal) e mantida entre 35 e 37° C. Quando
necessario, uma pequena incisdo foi realizada na cavidade abdominal para a
localizacdo da bexiga urinaria e insercdo de um cateter para a obtencdo de amostras
de urina.

Os valores da pressdo arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC)
foram registrados em um computador PC, a intervalos de 10 segundos, por um
équipamento de andlise de pressao arterial Digi-Med (Modelo 190, NY, EUA),
conectado a um software de integracdo Digi-Med (Modelo 200) em um sistema

operacional Windows 95™ {Microsoft Corporation, EUA). Os dados apresentados,
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referentes a PAM (mmHg) e a FC (bpm), representam a média dos valores
registrados no momento do efeito maximo produzido pelo composto administrado.
Ao término dos experimentos, todos os animais foram sacrificados através de uma

overdose de tiopental (acima de 40 mg/kg, i.v.).

3.3 Protocolo experimental

3.3.1 Inducéo do choque endotoxémico

Com o objetivo de ilustrar as alteragcdes na responsividade vascular existentes
durante o choque séptico, diferentes grupos de ratos foram tratados com uma
injecdo de LPS (10 mg/kg, i.p.) obtido de E. coli (sorotipo 0111:B4) ou PBS estéril (1
ml/kg, i.p.). Oito ou 24 h ap0s este tratamento, os animais foram preparados para o
registro da pressao arterial, como descrito anteriormente. Respeitado um intervalo
de 30 min ap6s o término da manipulagéo cirdrgica, uma curva dose-resposta (3, 10
e 30 nmol/kg) para a fenilefrina ou para a bradicinina foi obtida. Todas as doses
foram administradas em bolus em um volume de 50 pl, seguidos por 150 pl de PBS
esteéril, para garantir a completa injecdo da droga ao longo do cateter. Apenas uma
substancia foi testada em cada animal. Uma descricdo detalhada sobre os efeitos
das substancias vasoativas em situa¢fes controle é fornecida no item posterior. Ao
término dos experimentos, amostras de sangue arterial (300 pl cada) e urina foram
coletadas. As amostras foram centrifugadas a 4000 x g durante 10 min, sendo o
plasma ou o sobrenadante recuperados e armazenados a -20° C para a posterior

dosagem de nitrato/nitrito (NOX).



FOTO 3 FOTO 4

FOTO 5 FOTO 6

Figura 1: Painel fotografico ilustrando os procedimentos adotados para o
registro direto da pressédo arterial de ratos anestesiados. A Foto 1 mostra a
localizacdo e disseccao da veia femoral, seguida pela sua canulacdo (Foto 2). Com a
traqueostomia ja realizada, a artéria carotida é cuidadosamente isolada e um pequeno
corte é efetuado para a insercdo de uma canula de polietileno (Foto 3). Na Foto 4 vé-se
a preparagao completa com a céanula conectada ao transdutor de pressédo. Os dados
coletados sao direcionados ao sistema de integracdo, que envia o sinal para a tela do
computador. A Foto 5 ilustra o sinal de PA mostrado na tela em alta velocidade de
aquisicdo. A Foto 6 mostra uma visdo global do sistema de registro, na qual as
unidades de integracéo sao vistas ao fundo.
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3.3.2 Infusado dos doadores de NO

O registro tipico de um experimento em que foi utilizado fenilefrina e
nitroprussiato de sédio é apresentado na Figura 4. Ap6és a manipulacdo cirargica e
um periodo de estabilizacdo de 30 min, trés doses crescentes de vasoconstritores
(fenilefrina 3, 10 e 30 nmol/kg; angiotensina 1e Il 3, 10 e 30 pmol/kg) ou de
vasodilatadores (acetilcolina, bradicinina e nitroprussiato de sédio 3, 10 e 30
nmol/kg; iloprost 1, 3 e 10 nmol/kg) foram administradas em bolus, como descrito
anteriormente. Valores controle foram obtidos pela injecdo de 200 pi de PBS estéril.
A elevacado ou reducdo da RAM iniciava-se imediatamente ap0s a administracdo dos
compostos vasoativos, perdurando de 2 a 3 minutos, sendo o pico do efeito para
todas as drogas testadas observado sempre no primeiro minuto. As doses seguintes
da curva dose-resposta da substancia em uso foram administradas somente apés a
restabilizacdo da RAM em valores proximos aqueles existentes antes da injecao
precedente (geralmente dentro de um periodo de 5 a 10 min).

Apds a obtencdo da curva dose-resposta controle para cada agonista e total
restabelecimento da RAM, foram implementadas infus6es de nitroprussiato de sodio
(SNP; 250 nmol/kg/min), S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina (SNAP; 85 nmol/kg/min)
ou N-acetil-DL-penicilamina (NAP; 85 nmol/kg/min) durante 30 min. Com o término
da infusdo do SNP ou SNAP, a RAM retornava a seus niveis basais dentro de 5 a 15
min (a infusdo de NAP nado alterou a PAM). Em seguida, em periodos pré-
determinados (30, 60, 90 e 120 min apo6s o final da infusdo), curvas dose-resposta
sucessivas ao mesmo vasoconstritor ou vasodilatador testado antes da infusdo

foram registradas. Apenas um compostos foi estudado em cada animal. Grupos
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controle paralelos foram submetidos a um protocolo similar, no qual apenas PBS (20
[jI/min) foi infundido durante 30 min.

Com o objetivo de investigar se as alteragcbes na responsividade vascular,
verificadas apods a infusdo de SNP ou SNAP, persistiam por periodos maiores do
gue os 120 min até entdo avaliados, nés testamos os efeitos da fenilefrina e da
bradicinina em animais infundidos com SNP ou PBS (nas mesmas doses descritas
anteriormente), 24 h antes da realizacdo do experimento. Para isso, 0s animais
foram mantidos sob anestesia por éter etilico durante um periodo aproximado de 35
min, 0 que permitiu a insercao e fixacdo de um cateter butterfly (escalpe n.° 23) em
uma das veias caudais, que serviu como via para a infusdo de SNP ou PBS, durante
30 min. Apés a infusdo, o cateter butterfly era removido e os animais acondicionados
em uma caixa pré-aquecida durante o periodo de recuperacdo da anestesia (1 h).
Vinte e quatro horas depois deste procedimento, os animais foram anestesiados com
cetamina e xilazina e curvas dose-resposta para a fenilefrina ou para a bradicinina
foram obtidas, como previamente descrito.

Em outros grupos de ratos, amostras de sangue arterial (300 pl cada) e urina
foram coletadas, antes, durante e nos tempos de 60, 120, 180 e 240 min apos a
infusdo de SNP, SNAP, NAP ou PBS. As amostras foram centrifugadas a 4000 x g
durante 10 min, sendo o plasma ou o sobrenadante recuperados e armazenados a -
20° C para a posterior dosagem de nitrato/nitrito (NOx). Com o intuito de evitar
alteracdes na PAM causadas por hipovolemia, 300 pl de PBS foram injetados i.v.

apoés a coleta de cada amostra de sangue.
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3.3.3 Tratamento com bloqueadores de canais de

Para investigar o envolvimento de canais de potassio nas alteracdes da
responsividade vascular a fenilefrina e a bradicinina, induzidas pela infusdo de
doadores de NO, nés utilizados dois diferentes protocolos experimentais.

No primeiro conjunto de experimentos, os animais foram preparados para o
registro da pressao arterial e uma curva dose-resposta para a fenilefrina ou para a
bradicinina foi obtida, como descrito anteriormente. Em seguida, tetraetilamoénio
(TEA; 360 “mol/kg), um bloqueador nédo seletivo de canais de K* ou glibenclamida
(40 [jmol/kg), um bloqueador de canais de ATP-dependentes, ou 4-aminopiridina
(L pmol/kg), um bloqueador de canais de ativados por voltagem, foram
lentamente injetados intravenosamente (em um periodo de 3 a 5 min). Apés a
estabilizacdo da RAM (usualmente 5 a 10 min), uma infusdo de SNP foi
implementada, como realizado nos experimentos descritos anteriormente. Trinta
minutos apés o término do periodo de infusdo, uma nova curva dose resposta para a
fenilefrina ou para a bradicinina foi obtida. A influéncia dos bloqueadores de canais
de potéssio sobre os efeitos da fenilefrina e da bradicinina, em condi¢cdes controle,
foi avaliada em animais infundidos com PBS em substituicdo ao SNP.

O segundo protocolo experimental utilizado foi muito similar ao primeiro,
exceto que os bloqueadores de canais de K" foram administrados apés a infusédo de
SNP. Neste caso, curvas dose-resposta para a fenilefrina ou para a bradicinina
foram obtidas antes e 30 min apds o fim da infusdo de SNP. Apds o registro da
segunda curva dose-resposta para a substancia vasoativa em estudo, TEA,
glibenclamida ou 4-aminopiridina foram, como no protocolo anterior, lentamente

administradas por via intravenosa. Apds um intervalo de 5 a 10 min, suficiente para a
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restabilizacdo da PAM em valores estaveis, uma nova curva dose-resposta para a
feniiefrina ou para a bradicinina foi obtida.

Os efeitos do TEA sobre as modificacdes de longa duracdo na responsividade
vascular induzidas pela infusdo de SNP também foram analisados. Para isso, grupos
distintos de animais foram submetidos & infusdo de SNP ou PBS, através da
insercdo de um cateter butterfly, como descrito anteriormente. Vinte e quatro horas
apoés este procedimento, os animais foram anestesiados e preparados para o
registro da pressédo arterial e uma curva dose-resposta para a feniiefrina realizada
em cada animal. Finalmente, TEA (360 |jmol/kg, i.v.), foi lentamente administrado
nos animais infundidos com SNP e, apds a estabilizacdo da PAM, uma nova curva

dose-resposta a feniiefrina registrada.

3.3.4 Ensaio oara determinacao de NOv

A metodologia utilizada para a dosagem dos valores de NOx foi descrita
detalhadamente por Granger et al. (1990). Basicamente, o0 plasma foi
desproteinizado com sulfato de zinco e diluido 1;1 com agua de Milli-Q. As amostras
de urina ndo foram diluidas. Para a conversdo do nitrato a nitrito, as amostras de
plasma e urina foram incubadas, a 37° C e durante 2 h, em presencga da nitrato
redutase expressa em E. coli. Ap6s o periodo de incubacdo, as amostras foram
centrifugadas para a remocao da bactéria, sendo 100 pl do sobrenadante misturados
com o mesmo volume de reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 10% de &cido
fosférico/0.1% de alfa-naftil-etilenodiamina em agua de Milli-Q) em placas de 96
pocos para leitura a 540 nm em um leitor de placas. Curvas padrdo de nitrito e

nitrato (0 a 150 pM) foram realizadas simultaneamente. Como nestas condicdes a
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conversao de nitrato a nitrito foi sempre maior que 90%, nenhuma normaliza¢cdo dos
resultados foi realizada. Finalmente, por meio de uma regressédo linear, os valores

foram expressos como pM de NOx (nitrato + nitrito).

3.4 Drogas

As seguintes drogas e reagentes foram utilizadas neste estudo: fenilefrina,
angiotensina | e I, acetilcolina, bradicinina, nitroprussiato de soédio, N-acetil-DL-
penicilamina, sulfanilamida, alfa-naftil-etilenodiamida, nitrato de soédio, nitrito de
sodio, glibenclamida, LPS de E. co//sorotipo 0111;B4 (todos comprados da Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO, EUA), cetamina (da Parke-Davis, S. Paulo, SP, Brasil),
xilazina (Ronpum™, gentilmente fornecido pela Bayer, S. Paulo, SP, Brasil), 1H-
[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]-quinoxalin-1  (ODQ; uma valiosa contribuicdo do Dr.
Fernando Q. Cunha, Faculdade de Medicina, USP, Ribeirdo Preto, SP, Brasil),
iloprost (uma gentil doacdo do Dr. E. Antunes, UNICAMP, Campinas, SP, Brasil),
tetraetilamonio (Sigma) e 4-aminopiridina (RBI), gentilmente doados pela Dr. M. C.
O. Salgado (Faculdade de Medicina, USP, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e S-nitroso-N-
acetil-DL-penicilamina (sintetizado pelo método de Field et al., 1978). Todos os
compostos foram diluidos para uso em PBS estéril, exceto a glibenclamida, que foi

preparada em solucdo de DMSO.

3.5 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média (n = 4-
7 animais em cada grupo). Para a andlise estatistica foi utilizado o teste t de Student

para amostras pareadas ou nao-pareadas, ou a analise de variancia de uma via



Envolvimento de canais de nas alteragOes da responsividade vascular induzidas pelo NO 48

(ANOVA) seguida pelo teste t de Bonferroni, quando aplicaveis. Um valor de p

menor que 0.05 foi considerado estatisticamente significativo.



IV - RESULTADOS

4.1 Efeitos da administracédo de LPS

Uma vez que a administracdo de LPS aumentou, como esperado, os valores
plasméticos de NOx, um indicador direto da producdo de NO, de 352 + 2.3 pM
(n = 12) nos animais tratados com PBS\ para 131.1 =+ 134 pM (#2=9) e 1359+ 7.0
pM {n = 4) nos animais tratados com LPS 8 e 24 h antes do experimento,
respectivamente, nds consideramos que uma condicdo semelhante ao choque
séptico, denominada choque endotoxémico, foi induzida nestes animais. Embora
inicialmente esperassemos que o0s animais endotoxémicos apresentassem valores
pressoéricos reduzidos, a PAM dos animais tratados com LPS 8 h (90.6 + 11.6,
n=12) ou 24 h (95.3 £ 5.1, n = 10) antes do experimento nao diferiu da PAM dos
animais que receberam apenas PBS estéril (97.6 + 3.8, n = 12). A razado para esta
discrepancia € desconhecida, mas pode ser devida a alguma caracteristica peculiar
a espécie de animais ou modelo utilizado, desde que mesmo quando doses maiores
de LPS foram utilizadas (até 20 mg/kg), nenhuma modificacdo nos valores basais da
PAM foi verificada (dados n&do apresentados). Um aumento significativo na
frequéncia cardiaca de todos os animais tratados com LPS 8 h antes do experimento
foi verificado, mas este fendbmeno foi observado apenas em parte dos animais que
receberam LPS 24 h antes do experimento. Em geral, os animais do grupo controle
(tratados apenas com PBS) apresentaram uma frequéncia cardiaca em torno de 200
A Como os resultados obtidos nos grupos de animais tratados com PBS estéril 8 ou 24 h antes dos

experimentos foram estritamente idénticos, nés optamos por representar tais resultados como os
obtidos em um Unico grupo controle.
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bpm, enquanto que nos animais tratados com LPS (8 h antes do experimento), tais
valores ficaram em torno de 300 bpm (resultados ndo mostrados).

Os resultados mais importantes obtidos neste grupo de experimentos
concernem & hiporresponsividade vascular a fenilefrina e a potencializacdo dos
efeitos da bradicinina, decorrentes do tratamento dos animais com LPS. Como pode
ser observado na Tabela 1, os efeitos da fenilefrina sobre a PAM apresentaram-se
reduzidos em pelo menos 50% nos animais tratados com LPS 8 ou 24 h antes do
experimento, quando comparados aos efeitos desta droga em animais tratados
apenas com PBS. A Figura 2 apresenta registros tipicos mostrando os efeitos da
fenilefrina em animais tratados com PBS (painel A) ou LPS (painel B), 24 h antes do
experimento. Como citado acima, o tratamento com LPS ocasionou uma
exacerbacédo dos efeitos vasodilatadores da bradicinina, sendo esta potencializacéo
similar entre os animais que receberam LPS 8 ou 24 h antes do experimento (Tabela
2). A Figura 3 apresenta um registro tipico dos efeitos da bradicinina em animais
tratados com PBS (painel A) ou LPS (painel B), 24 h antes da realizacdo do

experimento.
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Tabela 1: Hiporresponsividade inicial e tardia a vasoconstricdo induzida pela

fenilefrina em ratos endotoxémicos.

Aumento da Presséo Arterial Média (mmHQ)

'zﬁrr:'c‘j;[('g;" Controle LPS 8 h A LPS 24 h A
3 15.7+ 1.7 6.6 +0.7* 7.3+ 1.5*
10 27.2 +4.3 12.2 +1.2*% 13.1 +3.7*
30 40.9 £4.0 20.7 £3.5* 19.2 £3.7*

A LPS (10 mg/kg, i.p.) foi administrado 8 ou 24 horas antes do inicio do experimento.

Os resultados estdo expressos como a meédia = erro padrdao da média de 6 a 12
animais por grupo. * p < 0.05 (ANOVA seguida do teste t de Bonferroni) quando

comparado aos resultados obtidos no grupo controle.

Tabela 2: Potencializagéo inicial e tardia dos efeitos vasodilatadores da bradicinina

em ratos endotoxémicos.

Reducédo da Pressao Arterial Média (mmHQ)

Bradicinina

(nmol/kg) Controle LPS8h" LPS 24 h®
3 12.4 + 1.3 19.9 +2 .4* 26.5 +3.1*%
10 216+ 1.9 33.2 +1.2* 38.7 £3.4*%
30 27.3+2.9 40.5 + 3.6* 46.4 + 3.9*
Li  "Mwt 1 | lHOUauu u ou  Huiaa ctll26S UU i 1UIO dO exptiil IIUI UU.

Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média de 6 a 12
animais por grupo. * p < 0.05 (ANOVA seguida do teste t de Bonferroni) quando

comparado aos resultados obtidos no grupo controle.
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Figura 2: Hiporresponsividade vascular a fenilefrina em ratos pré-tratados com
LPS. (A) Tracado tipico mostrando os efeitos da administracdo em bolus de doses
crescentes de fenilefrina (Phe; 3, 10 e 30 nmol/kg) sobre a PAM de um rato
anestesiado tratado com PBS (1 ml/kg, i.p.), 24 h antes do experimento. (B) Registro
tipico dos efeitos das mesmas doses de fenilefrina em um rato tratado com LPS (10

mg/kg, i.p.), 24 h antes da realizagdo do experimento.
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Figura 3: Potencializacdo dos efeitos vasodilatadores da bradicinina em ratos
pré tratados com LPS. (A) Registro tipico mostrando os efeitos da administracdo de
doses crescentes de bradicinina (BK; 3, 10 e 30 nmol/kg) em um rato anestesiado
tratado com LPS (1 ml/kg, i.p.), 24 h antes do experimento. (B) Efeitos das mesmas
doses de bradicinina em um rato tratado com LPS (10 mg/kg, i.p.), 24 h antes do

experimento.
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4.2 Efeitos da infusdo de doadores de NO

Um experimento em que foi utilizado fenilefrina antes e 30 min apos a infusao
de SNP estd ilustrado na Figura 4. Em experimentos controle, todos os
vasoconstritores elevaram a PAIVI de maneira dose-dependente (Figura 5, circulos).
As respostas evocadas pela angiotensina Il (dados ndo mostrados), foram idénticas
aquelas originadas pela angiotensina |. Como descrito por varios autores (por
exemplo Hu et al., 1992), n6s também verificamos que repetidas injecbes de
vasoconstritores, como a fenilefrina e as angiotensinas | e I, resultam em
dessensibilizacdo das respostas. Os efeitos da dose de 30 nmol/kg (de ambas,
fenilefrina e angiotensina ), 120 min apods a infusdo de PBS, apresentaram uma
reducdo estatisticamente significativa (p < 0.05; ANOVA seguida pelo teste t de
Bonferroni) em relacao aos efeitos obtidos 30 min apds a infusao (Figura 5, circulos,
painéis A e C). Por esta razdo, para uma melhor andlise, curvas dose-resposta
subsequentes foram obtidas em animais controle, infundidos apenas com PBS
estéril, a intervalos idénticos aos implementados em animais experimentais (Figura
5, circulos).

A infusdo de SNP ou SNAP reduziu a PAM normal (90 £ 1.5 mmHg, n = 83)
para valores entre 40 e 60 mmHg (veja a figura 4). Por outro lado, a frequéncia
cardiaca néo foi alterada significativamente durante ou apds as infusbes de SNP ou
SNAP. Por exemplo, a frequéncia cardiaca apresentada pelos animais controle
durante a infusdo de PBS foi de 226 + 8 bpm, enquanto os valores observados nos
grupos experimentais durante a infusdo de SNP ou SNAP foram de 208 + 15 bpm e
?35 + 10 bpm (n = 8-10 cada), respectivamente. Por sua vez, nenhum destes
parametros foi alterado pela infusdo de NAP, o composto nédo-nitrosilado precursor

do SNAP (resultado ndao mostrado).



Envolvimento de canais de K* nas alteragdes da responsividade vascular induzidas pelo NJO 55

o) 150-
X
E 5min
1207
Recuperacéo
A J (30 min

o O 31 w 7JV JV
0 Phe (nmd/kg)) m 3

60- Phe (nmd/kg)
1

30-

Infuséo de SNP
(30 min)

Figura 4: Registro tipico da pressao arterial média de um rato anestesiado,
mostrando a reducdo dos efeitos vasoconstritores da fenilefrina apds a
infusdo de nitroprussiato de sodio. Inicialmente, doses crescentes de fenilefrina
(3, 10 e 30 nmol/kg) foram injetadas intravenosamente em bo/us. Cada dose foi
administrada apds o desaparecimento dos efeitos da dose precedente. ApOs a
tltima dose de fenilefrina, foi iniciada uma infusdo de nitroprussiato de sodio (250
nmol/kg/min), que reduziu e manteve a PAM em valores préximos a 40 mmHg
durante os 30 min de duracdo. Com o término do periodo de infusdo, um intervalo de
30 min foi respeitado, dentro do qual a PAM retornou a valores proximos aos niveis
basais inicialmente registrados. Novas sequéncias de doses crescentes de
fenilefrina foram administradas. Os tracados obtidos 60, 90 e 120 min apds o término

da infusédo foram omitidos da Figura.

O efeito hipotensor dos dois doadores de NO utilizados perdurou ao longo de
todo 0 periodo de infusdo, sendo totalmente revertido 5 a 10 min ap6s o término
deste. Assim, 30 min apés o final da infusdo de SNP ou SNAP, os valores da PAM
retornaram para 102.3 £ 2.9 (n = 33) e 106.8 £ 2.7 mmHg (n = 23), respectivamente,

valores similares a média registrada em animais controle 30 min apés a infusdo de
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PBS (94.6 £ 2.9 mmHg, n = 28). Embora tenhamos determinado os niveis de NOx
presentes na urina (resultados ndo mostrados) e no plasma dos animais antes,
durante e apos a infusdo dos doadores de NO, apenas pequenos aumentos de NOx
foram encontradas no plasma de animais infundidos com SNP, enquanto nenhuma

alteracao foi verificada no plasma dos animais que receberam SNAP (Tabela 3).

Tabela 3: Efeitos da infusdo de PBS (20 pl/min), SNP (250 nmol/kg/min), SNAP (85
nmol/kg/min) ou NAP (85 nmol/kg/min) sobre as concentracfes plasméaticas de NOx

em ratos anestesiados.

NOx Plasméatico® (pM)

Infuséo
Antes Durante 60 min 120 min 240 min
PBS 19.3+6.4 199+51 208+3.4 259+71 36616
SNP 25.3+6.5 48.1 %+ 131 46.7£7.7 51.9+7.1 53.1 x4.4
SNAP n"8.2+2.8 27625 308+3.8 265+2.3 34.7+3.0
NAP 199+2.6 31.1 +2.9 29.6 £0.9 28.2+ 16 36.9 £0.7

®As amostras de sangue para quantificacao dos valores de NOx foram obtidas antes,
durante (15 min apds o inicio da infusdo), 60, 120 e 240 min apdés o periodo de
infusdo de 30 min. Os valores estdo expressos como a média + erro padrdo da
média de 3 amostras por grupo. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas.

A infusdo de doadores de NO pelo periodo de 30 min diminuiu os efeitos
vasoconstritores da fenilefrina (como demonstra o registro tipico apresentado na
Figura 4), efeito que perdurou por até 24 h apds o término da infusdo (Figura 8,
painel A). Desta forma, 30 min apdés o fim da infusdo de SNP ou SNAP, a
10 e 30 nmol/kg.

vasoconstricdo induzida pela fenilefrina, nas doses de 3,
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apresentou uma reducdo de aproximadamente 80, 46 e 40%, respectivamente (p <
0.05, quando comparado as respostas obtidas em animais controle; Figura 5, painel
A, esquerda). Resultados semelhantes foram obtidos 60 min apés a infusdo de SNP
ou SNAP (Figura 5, painel B, esquerda). Embora um padrdo de respostas similar
possa ser observado 120 min apos a infusdo de SNAP, o mesmo néo foi verificado
nos animais infundidos com SNP, quando comparados aos animais infundidos
apenas com PBS (Figura 5, painel C, esquerda). Além da fenilefrina, tanto a
angiotensina | (Figura 5, painéis da direita) como a angiotensina Il (dados néao
mostrados), também tiveram seus efeitos deprimidos pela infusdo de SNP ou SNAP.

Em seguida, examinamos a influéncia das infusbes de SNP ou SNAP sobre
os efeitos de diferentes vasodilatadores (uma amina, um peptideo, um
nitrovasodilatador e um eicosandide), e verificamos que a bradicinina e a acetilcolina
tiveram suas acbes potencializadas em mais de 60% trinta minutos apds o término
das infusbes (p < 0.05, ANOVA seguida do teste t de Bonferroni), quando
comparadas aos efeitos obtidos no grupo controle (Figura 6, painel A). Um padréo
similar de respostas também foi observado 60 e 120 min apds o periodo de infuséo
(Figura 6, painéis B e C). Mais ainda, as respostas a bradicinina permaneceram
potencializadas por até 24 h ap6s a infusdo de SNP (Figura 8, painel B). Por outro
lado, os efeitos hipotensores de concentracdes crescentes de nitroprussiato de sodio
e de iloprost, dois vasodilatadores endotélio-independentes, permaneceram
inalterados apos a infusdo de SNP (Figura 7) ou SNAP (resultado ndo mostrado), em
todos os tempos avaliados. A infusdo de NAP né&o influenciou os efeitos de nenhum
dos agentes vasoconstritores e vasodilatadores testados (resultados néo

mostrados).
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Figura 5: Efeitos da infusdo de nitroprussiato de s6dio ou S-nitroso-acetil-DL-
penicilamina sobre a agdo vasoconstritora da fenilefrina e da angiotensina | em
ratos anestesiados. Curvas dose-resposta para a fenilefrina (esquerda) e para a
angiotensina (direita) foram obtidas 30 (painel A), 60 (painel B) e 120 min (painel C)
apos o término do periodo de infusdo (30 min) de PBS (20 pl/min; circulos), SNP
(250 nmol/kg/min: triangulos) ou SNAP (85 nmol/kg/min; quadrados). Para maiores
cletalhes ver a figura 4. Cada ponto representa a média + erro padrdo da média de 4
a 7 animais. Onde ndo ha barra de erro, esta foi encoberta pelo simbolo. * p < 0.05
para 0 grupo SNP versus 0 grupo PBS e* p < 0.05 para 0 grupo SNAP versus o
grupo PBS (ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni). Apos a infusdo, os valores
da PAM foram 95.7 £+ 7.9, 949 = 8.6 e 107.6 + 4.1 mmHg, para os animais que
receberam PBS, SNP e SNAP, respectivamente.
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Figura 6: Efeitos da infusdo de nitroprussiato de sédio ou S-nitroso-acetil-DL-
penicilamina sobre a acédo vasodilatadora da bradicinina e da acetilcolina em
ratos anestesiados. Curvas dose-resposta para a bradicinina (esquerda) e para a
acetilcolina (direita) foram obtidas 30 (painel A), 60 (painel B) e 120 min (painel C)
apoés o término do periodo de infusdo (30 min) de PBS (20 pl/min; circulos), SNP
(250 nmol/kg/min; triangulos) ou SNAP (85 nmol/kg/min; quadrados). Para maiores
detalhes ver a figura 4. Cada ponto representa a média + erro padrao da média de 4
a 7 animais. Onde ndo ha barra de erro, esta foi encoberta pelo simbolo. * p < 0.05
para o grupo SNP versus o grupo PBS e* p < 0.05 para o grupo SNAP versus o
grupo PBS (ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni). Apds a infusdo, os valores
da PAM foram 90.7 + 7.9, 101.9 + 3.7 e 105.2 + 3.9 mmHg, para os animais que
receberam PBS, SNP e SNAP, respectivamente.
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Figura 7: Efeitos da infusdo de nitroprussiato de sdédio sobre a acao
vasodilatadora do proprio nitroprussiato de sdédio e do iloprost em ratos
anestesiados. Curvas dose-resposta para o nitroprussiato de sodio (esquerda) e
para iloprost (direita) foram obtidas 30 (painel A), 60 (painel B) e 120 min (painel C)
apés o término do periodo de infusdo (30 min) de PBS (20 pl/min; circulos) ou SNP
(250 nmol/kg/min: triangulos). Para maiores detalhes ver a figura 4. Cada ponto
representa a média * erro padrdo da média de 4 a 7 animais. Onde ndo ha barra de
erro, esta foi encoberta pelo simbolo. * p <0.05 em relacdo ao grupo PBS (teste t de
Student para amostras ndo pareadas). Apds a infusdo, os valores da PAM foram
101.7 £ 2.9 e 112.2 + 54 mmHg, para os animais que receberam PBS e SNP,

respectivamente.
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Figura 8: Responsividade vascular a fenilefrina e a bradicinina em ratos
anestesiados, 24 h apds a infusdo de nitroprussiato de sédio. Doses crescentes
de fenilefrina (A) e bradicinina (B) foram administradas 24 h apds um periodo de
infusdo (30 min) de PBS (20 [jI/min) ou SNP (250 nmol/kg/min). Cada ponto
representa a média * erro padrdo da média de 4-7 animais. *p < 0.05 em relacdo ao

grupo PBS (teste t de Student para amostras nao pareadas).
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4.3 Efeitos dos blogueadores de canais de potassio

Apé6s evidenciarmos que a infusdo de doadores de NO é capaz de induzir
alteracdes na responsividade vascular a vasoconstritores e a vasodilatadores, nos
investigamos o envolvimento de canais de K" neste fenbmeno. Para isto, os efeitos
diretos dos bloqueadores de canais de sobre os parametros cardiovasculares
analisados foram inicialmente quantificados. A administracdo de glibenclamida (40
pmol/kg) causou uma queda inicial (23.4 + 4.0 mmHg, n = 16), seguida pela
elevacdo sustentada (45.8 £ 3.4 mmHg, n = 16) da PAM, que foi acompanhada por
um aumento na frequéncia cardiaca de 51 = 5 bpm {n = 16). A eficacia da
glibenclamida em inibir a atividade de canais de  sensiveis ao ATP foi avaliada em
experimentos paralelos, através da administracdo de cromacalim, uma droga capaz
de ativar tais canais de maneira especifica. Nesses experimentos (n = 4), a
vasodilatacdo induzida pelo cromacalim (5.3 = 1.9, 16,7 £+ 2.7 e 35.4 + 4.8, para as
doses de 10, 30 e 100 nmol/kg, respectivamente), foi totalmente abolida pela prévia
administracao de glibenclamida (40 pmol/kg).

Ambos, TEA (360 pmol/kg; n = 15) e 4-aminopiridina (1 pmol/kg; n = 14),
aumentaram transitoriamente a PAM em 43.4 = 3.6 mmHg e 26.6 + 6.6 mmHg,
respectivamente, mas nao alteraram a frequéncia cardiaca dos animais. Diferente
dos efeitos da glibenclamida, que persistiram durante periodos maiores que 30 min,
os. efeitos do TEA e da 4-aminopiridina sobre a PAM e a frequéncia cardiaca
perduraram apenas 10 a 20 min. Apenas a glibenclamida foi capaz de atenuar (entre
30 a 40%), a hipotensdo associada a infusdo de SNP (resultado ndo mostrado). Ao
menos nas doses utilizadas, nenhum dos bloqueadores de canais de

utilizados causou qualquer modificagdo na responsividade a fenilefrina (Tabela
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4) QU a bradicinina (Tabela 5) nos animais controle, mesmo quando administrados

poucos minutos (5-10 min) antes destas drogas (dados ndo mostrados).

Tabela 4: Efeitos do pré-tratamento com bloqueadores de canais de potassio sobre
a responsividade vascular a fenilefrina em ratos anestesiados infundidos com PBS

ou nitroprussiato de sodio.
Aumento da Pressao Arterial Média (mmHQ)“

Tratamento® (i.v.) PBS (20 [jl/min) SNP (250 nmol/kg/min)

Antes Apos Antes Apos
Veiculo 427+ 5.4 42.7+ 19 43.9 £3.7 27.0 £+3.9*
Glibenclamida
43.8 £2.7 38.2+ 1.2 41.9 £5.3 25.2 £5.2*
(40 |jmol/kg)
4-aminopiridina
455 +2.1 43.0 £3.1 46.7 + 2.8 41.1 £3.9
(1 pmol/kg)
Tetraetilamdnio
39.8+32 42.0+38 399+24 36.5+6.1

(360 fijmol/kg)

®0Os bloqueadores de canais de ou veiculos (DMSO para a glibenclamida ou
PBS) foram administrados i.v. 10 min antes do inicio da infusdo de PBS ou SNP.

Os valores representam os efeitos vasoconstritores da fenilefrina (30 nmol/kg, i.v.)
antes ou apoOs o periodo de 30 min de infusdo de PBS ou SNP. Os resultados
expressam a média * erro padrdo da média de 4 a 6 animais por grupo. * p < 0.05
em relacdo ao efeito correspondente antes da infusdo de SNP (teste t de Student

para amostras pareadas).
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Tabela 5: Efeitos do pré-tratamento com bloqueadores de canais de potassio sobre
a responsividade vascular a bradicinina em ratos anestesiados infundidos com PBS

ou nitroprussiato de sédio.

Reducédo da Pressao Arterial Média (mmHg)*”

Tratamento® (i.v.) PBS (20 MlI/min) SNP (250 nmol/kg/min)
Antes Apoés Antes ApoOs
Veiculo 37.0+4.8 314+29 333+5.3 528+5.0%

Glibenclamida
30.1 £2.5 39.4 +£3.9 34.2+45 56.4 + 1.9*
(40 pmol/kg)

4-aminopiridina
348 +3.4 39.7£2.9 305 2.7 38.8 +5.8
(1 pmol/kg)

Tetraetilamonio
33.7+4.6 40.0 +5.3 345 +4.1 40.5 +6.5
(360 pmol/kg)

®0Os bloqueadores de canais de K" ou veiculos (DMSO para a glibenclamida ou
PBS) foram administrados i.v. 10 min antes do inicio da infusdo de PBS ou SNP.
N Os valores representam os efeitos vasodilatadores da bradicinina (30 nmol/kg, i.v.)
antes ou apoés o periodo de 30 min de infusdo de PBS ou SNP. Os resultados
expressam a média + erro padrdo da média de 4 a 6 animais por grupo. * p < 0.05
em relacdo ao efeito correspondente antes da infusdo de SNP (teste t de Student

para amostras pareadas).

As alteracbes nos efeitos da fenilefrina e da bradicinina, induzidas pela
infusdo de SNP, foram totalmente prevenidas pela administracdo de TEA e 4-
aminopiridina antes da infusdo deste doador de NO (Figura 9, painéis A e B,
respectivamente). Entretanto, o tratamento com glibenclamida, antes da infuséo de
SNP, néo alterou a acdo deste doador de NO sobre os efeitos da fenilefrina e da

bradicinina (Figura 9, painel C).
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Por sua vez, os resultados obtidos quando os bloqueadores de canais de
foram administrados apds a infusdo de SNP mostraram um quadro bastante
diferente. Nestes experimentos, a capacidade da infusdo de SNP em maodificar o
padrdo das respostas a fenilefrina ou a bradicinina foi testada antes da
administracdo dos bloqueadores de canais de (Figura 10, quadrados). Nestas
condi¢cdes, apenas o TEA foi capaz de reverter, a0 menos em parte, os efeitos da
infusdo de SNP sobre a atividade da fenilefrina (Figura 10, painel A, esquerda),
mesmo quando administrada 24 h apos a infusdo deste doador de NO (Figura 11).
Ao contrario de quando foi utilizada antes da infusdo SNP, a administracdo de 4-
aminopiridina ndo alterou a reducdo dos efeitos da fenilefrina quando administrada
apos a infusdo de SNP (Figura 10, painel B, esquerda). Por outro lado, a utilizagao
tanto de TEA como de 4-aminopiridina, apés a infusdo de SNP, atenuou a
potencializacdo da resposta vasodilatadora as baixas doses de bradicinina (3
nmol/kg), mas nao influenciou as respostas as doses maiores deste vasodilatador
(Figura 10, painéis A e B, direita). A exemplo de quando utilizada antes da infusdo
de SNP, a glibenclamida foi incapaz de restaurar as respostas da fenilefrina e da
bradicinina para niveis normais, quando utilizada apés o periodo de infusédo (Figura
10, painel G). Finalmente, a administracdo-de DMSO (200 pl), o veiculo utilizado
para dissolver a glibenclamida, ndo influenciou nenhum dos parametros avaliados

(dados ndo mostrados).
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Fenilefrina (nmol/kg) Bradicinina (nmol/kg)

Figura 9: Efeitos da administracdo dos bloqueadores de canais de potéassio,
antes da infusdo de SNP, sobre a responsividade vascular a fenilefrina e a
bradicinina em ratos anestesiados. Apds a obtencdo de uma curva dose-resposta
a fenilefrina (circulos; esquerda) ou a bradicinina (circulos; direita), tetraetilamdnio
(360 [jmol/kg, i.v.; painel A), 4-aminopiridina (1 pmol/kg, i.v.; painel B) ou
glibenclamida (40 .pmol/kg, i.v.; painel C) foram administradas lentamente (5-10 min).
ApOs a restabilizacdo da PAM em valores proximos aos basais, uma infusdo de SNP
(250 nmol/kg/min) durante 30 min foi implementada. Terminada a infusdo e
respeitado um periodo de recuperacdo de 30 min para o retorno da PAM para niveis
normais, uma nova curva dose-resposta para a fenilefrina (quadrados; esquerda) ou
para a bradicinina (quadrados; direita) foi obtida. Cada ponto representa a média *
erro padrdo da média de 4-8 experimentos. * p < 0.05, em relacdo ao efeito
correspondente obtido antes da administracdo dos blogueadores de canais de
potassio e da infusdo de SNP (teste t de Student para amostras pareadas).
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Figura 10: Efeitos da administracdo de bloqueadores de canais de potassio,
apos a infusdo de nitroprussiato de sodio, sobre a responsividade vascular a
fenilefrina e & bradicinina em ratos anestesiados. Apos a obtencdo de uma curva
dose resposta a fenilefrina (circulos; esquerda) ou a bradicinina (circulos; direita),
uma infusdo de SNP (250 nmol/kg/min) durante 30 min foi implementada. Para
confirmar os efeitos do SNP sobre a responsividade vascular, uma nova curva dose-
eresposta para a fenilefrina ou para a bradicinina foi obtida (quadrados). Finalmente,
tetraetilamonio (360 |jmol/kg, i.v.; painel A), 4-aminopiridina (1 pmol/kg, i.v.; painel B)
ou glibenclamida (40 pmol/kg, i.v.; painel C) foram administradas lentamente, e uma
nova curva dose resposta a fenilefrina ou a bradicinina obtida (triangulos). Cada
ponto representa a média + erro padrdo da média de 4-8 animais. * p < 0.05
comparando os resultados obtidos antes (circulos) e ap6s a infusdo de SNP
(quadrados); # p < 0.05 comparando os resultados obtidos antes da infusdo de SNP
(circulos) e ap6s a infusdo de SNP e o tratamento com os bloqueadores de canais
de K" (triangulos) (ANOVA seguida do teste t de Bonferroni).
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Figura 11: Influéncia do tetraetilaménio sobre os efeitos vasoconstritores da
fenilefrina em ratos anestesiados, 24 h ap6s a infusdo de SNP. Os animais
receberam uma Infusdo de SNP (250 nmol/kg/min) durante 30 min, 24 h antes da
realizacdo do experimento. ApdOs o registro de uma curva dose-resposta a fenilefrina
(quadrados), tetraetilaménio (360 pmol/kg; i.v.) foi administrada lentamente.
Respeitado um intervalo de 10-20 min para restabilizacdo da PAM em valores
proximos aos verificados antes da administracdo do bloqueador de canais de
potadssio, uma nova curva dose-resposta para a fenilefrina foi obtida. Para uma
melhor analise, os efeitos da fenilefrina em animais controle, infundidos com PBS
(20 pl/min) 24 h antes do experimento, estdo ilustrados na figura (circulos). Cada
ponto representa a média + erro padrdo da média de 4-8 experimentos. * p < 0.05
entre os resultados da primeira curva dose-resposta obtida em animais infundidos
com SNP (quadrados) e PBS (circulos), (teste t de Student para amostras nao
pareadas); # p < 0.05 entre os efeitos da fenilefrina nos animais infundidos com SNP
antes (quadrados) e apo6s o tratamento com tetraetilaménio (triangulos), (teste t de

Student para amostras pareadas).



V - Discussao

Os principais achados deste trabalho podem ser resumidos como: i) a infusdo
de doadores de NO em ratos anestesiados induz um estado de profunda
hiporresponsividade a vasoconstritores (feniiefrina, angiotensina | e angiotensina ll),
similar ao observado em ratos pré-tratados com LPS; ii) a exposicdo a doadores de
NO potencializa as respostas vasodilatadoras a agentes endotéiio-dependentes
(acetilcolina e bradicinina), mas nao altera os efeitos de vasodilatadores endotélio-
independentes (iloprost e nitroprussiato de sodio); i) as alteracbes na
responsividade vascular a feniiefrina e a bradicinina, induzidas pela infusdo de
doadores de NO, persistem por pelo menos 24 h, periodo muito maior que a meia
vida do NO (cerca de 5a 10 segundos); iv) o bloqueio de canais de K" com TEA ou,
mais especificamente, de canais de K" voltagem-dependentes com 4-aminopiridina,
antes da infusdao dos doadores de NO, praticamente aboliu as alteracbes nas
respostas vasculares a feniiefrina e a bradicinina; v) a administracdo de 4-
aminopiridina apds a infusdo dos doadores de NO néo foi capaz de normalizar as
respostas vasculares a feniiefrina e a bradicinina, enquanto o TEA reverteu a
hiporresponsividade a feniiefrina mas ndo a hiper-responsividade a doses elevadas
de bradicinina.

A hiporreatividade vascular a vasoconstritores, uma das principais
caracteristicas do choque séptico (Groeneveld & Thijs, 1986), é atribuida a
excessiva producdo de NO, uma vez que a inibicdo da NOS, enzima responsavel

pela producdo deste mediador, pode reverter ou aliviar este fendbmeno tanto em
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humanos como em animais (Kilbourn et al.,, 1990; Gray et al., 1991; Klabunde &
Ritger, 1991; Wright etal., 1992; Petros etal., 1994; Cai etal., 1996). Este excesso
de NO, derivado principalmente da isoforma induzida da iINOS, vem sendo apontado
como o principal responséavel pela profunda faléncia do sistema cardiovascular, que
pode culminar com a faléncia multipla de 6rgdos e morte (para revisao ver Marin &
Rodriguez-Martinez, 1997).

Neste trabalho, buscando melhor compreender a real participagcdo do NO nas
alteracdes da responsividade vascular existentes durante o choque séptico,
avaliamos os efeitos da infusdo de doadores de NO sobre a reatividade vascular
sistémica a agentes vasoconstritores e vasodilatadores. Embora Katsuki et al. (1977)
tenham descrito uma responsividade diminuida para vasoconstritores durante a
infusdo de SNP, em nosso modelo experimental a responsividade vascular foi
avaliada ap6s o término da infusdo do SNP. Como nossos resultados demonstraram,
este modelo experimental reduziu os efeitos vasoconstritores da fenilefrina, da
angiotensina | e da angiotensina Il. Além disso, uma potencializacdo dos efeitos
vasodilatadores de substancias endotélio-dependentes (acetilcolina e bradicinina),
também foi verificada apds a exposicdo do sistema cardiovascular aos doadores de
NO. Como estas alteracdes na responsividade vascular foram similares aquelas
observadas em animais pré-tratados com LPS (Figuras 2 e 3), esta metodologia
permitiu-nos investigar a relacdo entre a excessiva producdo de NO, a reduzida
responsividade a agentes vasoconstritores e a potencializacdo do efeito de
substancias vasodilatadoras, existentes em animais endotoxémicos, sem o0
envolvimento de uma pletora de outros mediadores com acfes cardiovasculares,

também liberados em resposta ao LPS.
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Embora tenhamos testado altas doses de SNP (até 1000 nmol/kg/min)
durante periodos de até 120 min (resultados ndo mostrados), nés optamos por
utilizar a dose de 250 nmol/kg/min durante 30 min, uma vez que a hipotensédo
induzida por este tratamento é reprodutivel e totalmente revertida ap6s o término da
infusdo, indicando que os animais ndo desenvolvem uma faléncia hemodinamica
(Figura 4). A dose de 85 nmol/kg/min de SNAP foi selecionada por causar efeitos
cardiovasculares idénticos aqueles induzidos pelo SNP. Como ambos, SNP e SNAP
apresentaram os mesmos efeitos sobre a responsividade vascular a diferentes
substancias vasoativas, é pouco provavel que estes efeitos sejam decorrentes de
eventos inespecificos mediados por estes doadores de NO. Mais ainda, a infusdo de
N-acetil-penicilamina, a molécula que ap6s um processo de nitrosilagdo origina o
SNAP, nédo modificou o padrdao de respostas de nenhum dos agentes
vasoconstritores ou vasodilatadores utilizados neste estudo. Desta forma, nés
assumimos que os resultados até aqui mostrados advém de uma atividade direta do
NO sobre mecanismos envolvidos na regulacdo da responsividade do musculo liso
vascular.

A infusdo de doadores de NO causou, como esperado, uma profunda
vasodilatacdo e queda da PAM dos animais. Em todos o0s experimentos,
consideramos que a formacdo de NO foi interrompida com o término do periodo de
infusdo, desde que a PAM retornava rapidamente (5-10 min) aos valores basais
determinados no inicio dos experimentos. Curiosamente, a infusdo de SNP ou SNAP
ndo alterou a frequéncia cardiaca dos animais. O estado anestésico é uma das

possiveis explicagfes para a auséncia de taquicardia durante a hipotenséo induzida

pelos doadores de NO, pois nestas condigcbes todos os reflexos simpaticos e
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parassimpaticos encontram-se, ao menos em parte, suprimidos. Por outro lado,
embora nossos resultados ndo permitam maiores conclusdes, a possibilidade de que
a explicacdo para este fato esteja relacionada a uma atividade depressora direta do
NO sobre a contratilidade cardiaca precisa ser considerada e estd sendo avaliada
em nosso laboratorio.

Possivelmente, a razédo pela qual ndo encontramos altas concentracdes de
NOx no plasma e na urina dos animais infundidos com doadores de NO se deve a
pequena quantidade de NO efetivamente liberada. Como foi descrito anteriormente
(Tabela 3), a concentracdo basal de NOx presente no plasma de ratos tratados
apenas com PBS é cerca de 35 pM, enquanto as doses de doadores de NO
utilizadas variaram de 85 a 250 nmol/kg/min, quantidades que podem ter sido
insuficientes para modificar significativamente as concentracdes plasméticas basais
de NOX.

Talvez a mais importante contribuicdo deste estudo seja que uma exposicao
relativamente breve a doadores de NO (e consequentemente a pequenas
guantidades de NO) ¢é suficiente para tornar o sistema vascular de ratos
hiporresponsivo a vasoconstritores e iiiper-responsivo a vasodilatadores endotéiio-
dependentes, como acontece durante o choque endotoxémico. Isto sugere que,
durante este quadro patolégico, a acado de pequenas quantidades de NO
diretamente sobre o sistema cardiovascular pode ser suficiente para gerar o quadro
de hiporreatividade a vasoconstritores. Mais ainda, como no nosso modelo a
f.
refratariedade a vasoconstritores foi verificada apdés o término da infusdo dos

doadores de NO, quando os valores da pressdo arterial ja haviam retornado aos

parametros normais, torna-se evidente que a continua producdo de NO (pela iNOS)
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e/ou a queda da pressao arterial e consequente faléncia do sistema cardiovascular,
nao sdo eventos primarios ou essenciais para a origem da hiporresponsividade a
vasoconstritores durante o choque séptico. Prova disto € que mesmo 24 h apés a
infusdo de SNP, as alteragbes na responsividade vascular permaneceram
significativas (Figura 8).

Outra importante informacéo fornecida pelo nosso modelo foi que, além de
uma resposta diminuida a vasoconstritores, os animais expostos a doadores de NO
exibiram também uma responsividade vascular elevada a acetilcolina e a bradicinina,
dois vasodilatadores endotélio-dependentes.

O papel da bradicinina no choque séptico tem sido objeto de varias
investigacbes, porém permanece controverso. Embora existam trabalhos
descrevendo uma potencializacdo dos efeitos vasodilatadores da bradicinina em
animais endotoxémicos (por exemplo Waller et al.,, 1994), a administracdo de
antagonistas de receptores bradicinérgicos tem sido descrita como benéfica
(Weipert et al.,, 1988; Wilson et al., 1989; Paya & Stoclet, 1995) ou ineficaz (Janssen
et al.,, 1987; Berg et al., 1989) para o tratamento de sintomas cardiovasculares do
choque endotoxémico. Por sua vez, receptores do tipo Bi, 0os quais sdo induzidos
durante processos inflamatérios (para revisdo ver Marceau, 1995), também
parecem ter um importante papel sobre os efeitos vasodilatadores da bradicinina em
ratos tratados com LPS, uma vez que o agonista seletivo de receptores Bi, des-Arg®-
bradicinina, é capaz de induzir vasodilatacdo pronunciada nestes animais
(Tokumasu et al, 1995). Entretanto, no nosso modelo experimental, a
potencializacdo dos efeitos vasodilatadores da bradicinina ndo ocorreu em virtude da

inducdo de receptores do tipo Bi, desde que até 24 h apds a infusdo dos doadores
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de NO, a administracdo de doses crescentes de des-Arg®-bradicinina (até 50
nmol/kg, i.v.), ndo causou qualquer modificacdo na pressdo arterial dos animais
(resultados ndo mostrados).

O sistema de contato de coagulacdo é ativado durante o choque séptico e
uma das consequéncias de sua ativacdo € o aumento dos niveis plasmaticos de
bradicinina (Fink, 1998; para revisdo ver Brandtzaeg, 1996). Embora mais de 95%
da bradicinina liberada seja inativada durante a primeira passagem pelos pulmdes
(Freer & Stewart, 1975), principalmente pela acdo da enzima conversora da
angiotensina (ou cininase Il), nossos resultados indicam que mesmo as pequenas
guantidades de bradicinina que escapam da inativacdo podem ser importantes
durante o choque séptico, uma vez que seus efeitos sdo potencializados, durante
longos periodos, pelo NO. Isto sugere uma importante contribuicao desta cinina para
a progressiva queda da pressao arterial existente nesta condi¢cdo patoldgica.

Uma possivel explicacdo para a potencializacdo dos efeitos da bradicinina
poderia ser um efeito inibitério do NO sobre a atividade da enzima conversora da
angiotensina. Embora existam trabalhos descrevendo a inibicdo da atividade da
enzima conversora da angiotensina pelo SNP em experimentos in vitro (Park &
Means, 1988; Ackermann et al, 1998) e em artéria cardtida de rato ex vivo
(Ackermann et al., 1998), em nossos experimentos {in vivo), a0 menos para as
doses de SNP ou SNAP administradas, esta possibilidade pode ser descartada, uma
vez que os efeitos da angiotensina 1e da angiotensina 1L permaneceram idénticos
antes e apos a infusdo dos doadores de NO, sugerindo que a atividade da enzima
conversora da angiotensina permaneceu inalterada. Além disso, a potencializagéo

dos efeitos vasodilatadores da acetilcolina, cujos efeitos vasodilatadores
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independem da atividade da cininase Il, € mais um forte indicio para a auséncia de
participacdo desta enzima nas alteracdes da responsividade vascular a agentes
vasodilatadores endotélio-dependentes induzidas pela infusdo de doadores de NO.
Dados da literatura mostram que a expressao da iNOS apds o tratamento
com LPS ou bactérias apresenta diferentes caracteristicas, no que se refere ao
intervalo necessario para a inducdo e ao periodo cuja expressdo permanece
detectavel, de acordo com o tipo de animal e/ou tecido analisado (Knowles et al.,
1990; Salter et al.,, 1991; Cunha et al., 1994; Rees et al., 1995). Por exemplo, a
expressao de iINOS em diferentes tecidos de rato atinge seu apice 4 a 6 horas apos
a administracdo de LPS, decaindo a niveis muito baixos dentro de 24 horas
(Knowles et al.,, 1990; Salter et al., 1991). Ainda assim, a administracdo de LPS em
ratos anestesiados induz um estado de hiporresponsividade & fenilefrina (Tabela 1),
acompanhado por uma potencializacdo das respostas a bradicinina (Tabela 2), o
qual persiste por pelo menos 24 horas. Além do mais, utilizando um modelo de
infusdo de LPS para reproduzir a fase de hiperdindmica circulatoria do choque
séptico, Gardiner et al. (1995), sugeriram que i) a atividade da INOS ¢
temporariamente dissociada da vasodilatacdo existente em ratos 24 h apds o inicio
da infusdo de LPS e ii) o tratamento com L-NAME (um inibidor da NOS), nao reverte
os efeitos cardiovasculares do LPS. Em conjunto com os resultados obtidos em
animais infundidos com doadores de NO, estas observacdes sugerem que os efeitos
do NO sobre a responsividade vascular constituem um evento precoce no choque
séptico. Uma vez que o sistema cardiovascular € exposto a quantidades de NO
acima dos valores fisioldégicos (seja através da infusdo de doadores de NO, seja

através da inducao de iNOS pelo LPS), a responsividade vascular as substancias
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vasoativas é alterada durante longos periodos, o que pode explicar, ao menos em
parte, porque agentes vasoconstritores sdo ineficientes, especialmente nos estagios
tardios do choque séptico.

Outro importante ponto explorado pelo nosso trabalho refere-se aos
mecanismos através dos quais o NO altera a responsividade vascular a
vasoconstritores e a vasodilatadores endotélio-dependentes. Na musculatura lisa
vascular, a ativagcédo de canais de K" causa hiperpolarizacdo da membrana, reducéo
do influxo de Ca*” e relaxamento vascular (Okabe et al., 1987). Alguns trabalhos da
literatura, os quais utilizam técnicas de patch-clamp, sugerem que o NO é capaz de
modular, diretamente, a atividade de canais de K" ativados por célcio (Bolotina et al.,
1994; Mistry & Garland, 1998). Nossos resultados, obtidos através do uso de drogas
blogueadoras de canais de K", indicam que o mecanismo pelo qual a infusdo de
doadores de NO afeta a responsividade vascular envolve, ao menos em parte,
canais de K™

Enquanto nenhum dos bloqueadores de canais de utilizados neste estudo
alterou os efeitos da fenilefrina ou da bradicinina em animais controle (infundidos
apenas com PBS; Tabelas 4 e 5), a administracdo de TEA (um bloqueador
inespecifico de canais de K", ou 4-aminopiridina (um bloqueador seletivo para
canais de K" voltagem-dependentes), antes da infusdo de SNP, preveniu o
aparecimento da hiporresponsividade a fenilefrina, bem como a potencializacdo dos
efeitos da bradicinina (Figura 9). Por sua vez, a administracdo de glibenclamida (um
bloqueador seletivo para canais de sensiveis ao ATP), foi ineficaz em prevenir os
efeitos do NO sobre a responsividade vascular. Baseados nestes resultados,

poderiamos concluir que a abertura de canais de K" voltagem-dependentes é
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responsavel por todos os efeitos do NO sobre a responsividade vascular. Entretanto,
os resultados obtidos quando os bloqueadores de canais de foram administrados
ap6és a infusdo do SNP, e portanto, ap6s a instalagdo das alteragcdes nha
responsividade vascular, sugerem um quadro mais complexo (Figura 10). Nestas
condi¢cbes, apenas o TEA foi capaz de reverter a hiporresponsividade a fenilefrina,
enquanto ambos, 4-aminopiridina e glibenclamida, n&o apresentaram quaisquer
efeitos. Talvez mais importante seja que, mesmo 24 h apés a infusdo de SNP,
guando as respostas a fenilefrina permaneciam reduzidas, a administracdo de TEA
foi capaz de reverter totalmente a hiporresponsividade a este vasoconstritor. Estes
resultados indicam que uma subpopulacdo de canais de sensiveis ao TEA, mas
ndo a 4-aminopiridina ou a glibenclamida, € importante para a manutencao dos
prolongados efeitos dos doadores de NO sobre a vasoconstricdo induzida pela
fenilefrina.

Embora a potencializacdo dos efeitos da bradicinina seja totalmente
blogueada pela administragdo de TEA ou 4- aminopiridina antes da infusdo de SNP
(Figura 9), a administracao destes bloqueadores de canais de apoés a infusao de
SNP foi ineficaz em bloquear a hiporresponsividade a bradicinina, exceto quando
foram utilizadas doses pequenas deste peptideo (3 nmol/kg; Figura 10). Isto pode
ser um indicativo de que, apdés a exposicdo ao NO, as respostas vasculares
desencadeadas por baixas doses de bradicinina dependem da abertura de canais de
K , enquanto os efeitos induzidos por doses maiores deste agonista envolvem algum
outro mecanismo.

Enquanto a bradicinina e a acetilcolina, dois vasodilatadores endotélio-

dependentes, tiveram seus efeitos potencializados apés a infusdo dos doadores de
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NO, o mesmo nao aconteceu com os efeitos do iloprost e do SNP, ambos endotélio-
independentes. Embora o0s nossos resultados nao permitam  maiores
esclarecimentos acerca desta seletividade de potencializacdo para substancias
vasodilatadoras endotéiio-dependentes, uma possivel explicagdo para esta diferenca
seria que as alteracdes induzidas pelo NO, que levam a potencializacdo dos efeitos
da bradicinina e da acetilcolina, ocorrem nas células endoteliais. O NO poderia, por
exemplo, modificar a disponibilidade de receptores ou segundos mensageiros
envolvidos na transducdo de sinal, ou ainda alterar a liberacdo de substancias
derivadas do endotélio, como o préprio NO ou o EDHF. Nesse sentido, Buga et al.
(1993) mostraram que o NO € capaz de regular, através de um mecanismo de
retroalimentacdo negativa, a producdo de NO pela eNOS. Por outro lado,
Bauersachs et al. (1996) demonstraram que, ao menos sob condicdes fisioldgicas, a
producdo de EDHF é diminuida pela acdo do NO. Logo, se o NO gerado pelos
doadores de NO estivesse inibindo a atividade da eNOS, isto poderia resultar em
uma maior liberacdo de EDHF, hiperpolarizacdo e facilitacdo das respostas
vasodilatadoras. Entretanto é pouco provavel que esta seja a explicacdo para o
fenbmeno de hiper-responsividade apenas para agentes endotéiio-dependentes,
uma vez que a hiperpolarizacdo do musculo liso vascular facilitaria também a
vasodilatacdo & substancias endotélio-independentes. Além do mais, modificacdes
na producédo basal de NO teriam efeitos diretos sobre a presséo arterial, o que néo
aconteceu, visto que imediatamente apés o término da infusdo dos doadores de NO,
a PAM prontamente retornava para valores proximos aos normais (Figura 4).

Nossos resultados ndo explicam porque uma breve exposicdo ao NO pode

causar alteragcbes prolongadas na sensibilidade a vasodilatadores e
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vasoconstritores. Entretanto, a presenca de grupamentos sulfidrilicos e residuos de
cisteina nos dominios regulatérios dos canais de K" tem sido sugerida como vital
para o funcionamento destes canais (Rusppersberg et al.,, 1991; Islam et al., 1993;
Wang et al, 1997). Considerando-se que o NO é altamente reativo com
grupamentos sulfidrilicos, a possibilidade de que o NO possa estar interagindo com
0S grupos -SH dos canais de K", causando a abertura dos mesmos, precisa ser
considerada. Abderrahmane et al. (1998) sugerem que o NO é capaz de aumentar a
probabilidade de abertura de canais de K" ativados por calcio através de um
mecanismo de nitrotiosilagao.

Outra possivel explicacdo para o efeito prolongado da infusdo de NO sobre a
sensibilidade vascular pode ser a formacdo de S-nitrosotidis (RSNO) intracelulares,
grupamentos que sdo formados através da reacdo do NO com tidis intracelulares
(como o glutationa). Desde que a existéncia natural dos RSNO foi demonstrada in
vivo (Gaston et al., 1993), a importancia fisiolégica destes grupamentos vem sendo
intensamente estudada. Estes compostos podem sofrer clivagem homolitica da
ligacdo S-N, o que resulta na liberacdo de moléculas de NO (para revisdo ver
Stamler, 1994). Recentemente, Davisson et al. (1996) demonstraram que os efeitos
da bradicinina e da acetilcolina sobre a pressao arterial de ratos anestesiados,
tratados com inibidores da NOS, ocorre através da liberacdo de NO de estoques
intracelulares de RSNO. Portanto, se a infusdo de doadores de NO aumentar os
estoques de RSNO nas células endoteliais e se estes estoques liberarem NO
r_continuamente, ou mais especificamente, quando da administracdo de agentes

vasoativos, isto poderia explicar, ao menos em parte: i) a razado pela qual apenas

vasodilatadores endotélio-dependentes tém seus efeitos potencializados apdés a
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infusdo de doadores de NO e i) a prolongada hiporresponsividade a
vasoconstritores e hiper-sensibilidade a vasodilatadores endotélio-dependentes.
Logo, a liberagcdo de NO de estoques intracelulares de RSNO poderia, por sua vez,
aumentar a probabilidade de abertura de canais de K", causando hiperpolarizagéao.
NOs investigamos a existéncia de RSNO no plasma dos animais infundidos com
SNAP ou SNP, mas encontramos pouco ou nenhum indicio de RSNO (resultados
ndo mostrados). Embora este resultado inicialmente indique que o NO liberado pelos
doadores nao esteja sendo estocado na forma de compostos RSNO, o sangue
parece ndo ser um bom reservatorio destes grupamentos (Butler & Rhodes, 1997).
Logo, somente uma andlise direcionada a quantificacdo de grupamentos RSNO em
diferentes tecidos e sistemas organicos de animais infundidos com doadores de NO
poder4d fornecer dados que nos permitam descartar ou confirmar alteracbes
guantitativas e funcionais acerca do envolvimento dos estoques intracelulares de
RSNO no nosso modelo experimental, bem como no choque séptico propriamente
dito.

Nés investigamos também o envolvimento da guanilato ciclase soluvel nas
alteracdes da responsividade vascular induzidas pelo NO, mas os inibidores da
guanilato ciclase, azul de metileno e 1H-[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]-quinoxalin-1
(ODQ), nao alteraram as respostas vasculares ao SNP, ao SNAP, a acetilcolina, a
bradicinina ou a fenilefrina, tanto nos animais infundidos com doadores de NO, como
naqueles tratados apenas com PBS (dados ndo mostrados). Estes resultados podem
indicar que os efeitos dos doadores de NO sobre a responsividade vascular néo
estdo relacionados a ativacdo da guanilato ciclase. Em experimentos com patch-

clamp, o NO é capaz de agir diretamente sobre canais de K", ativando-os (Bolotina
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et al.,, 1994; Mistry & Garland, 1998), o que torna possivel que também in vivo o NO
possa estar agindo diretamente sobre estes canais. Entretanto, baseados em
experimentos com tecidos inteiros (artéria pulmonar de rato), associados ao patch-
clamp de células inteiras {whole cell), outros autores sugerem que os efeitos do NO
sobre canais de K* ativados por calcio € mediado pela ativacdo de proteinas
quinases dependentes de GMPc (por exemplo, Archer et al., 1994). Frente a estes
resultados, é possivel que os inibidores da guanilato ciclase tenham sido ineficientes
em inibir a atividade desta enzima in vivo, devido a aspectos farmacocinéticos ou a
complexidade inerente ao modelo de presséo arterial.

Os resultados aqui descritos indicam que a infusdo de doadores de NO induz
alteracdes na responsividade vascular a vasoconstritores e a vasodilatadores, similar
aguelas existentes no choque séptico. Um esquema ilustrando os mecanismos que
podem estar envolvidos neste fenbmeno é apresentado na Figura 12. Em resumo,
nosso modelo experimental permitiu-nos destacar o envolvimento de vasodilatadores
enddgenos, como a acetilcolina e a bradicinina, além do proprio NO, na faléncia
progressiva da pressdo arterial associada ao choque séptico. Uma importante
informacdo fornecida pelo nosso estudo in vivo € que as alteragdes na
responsividade vascular induzidas pelo NO envolvem, nas fases iniciais, a ativagao
de canais de K", muito provavelmente do tipo voltagem-dependente. Por outro lado,
embora a hiporresponsividade tardia (24 h) a feniiefrina seja revertida pela
administracdo de TEA, esta parece ndao envolver nem canais de voltagem-
dependentes nem aqueles sensiveis ao ATP, desde que o tratamento com 4-
aminopiridina e glibenclamida, respectivamente, ndo foi capaz de normalizar os

efeitos vasoconstritores da feniiefrina. Quando administrados apés a infusdo de
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SNP, tanto a 4-aminopiridina como o TEA reverteram apenas a potencializacdo dos
efeitos das doses menores de bradicinina (3 nmol/kg), sugerindo que, neste caso,
apenas pequenas doses deste peptideo tem seus efeitos potencializados devido a
ativacao de canais de e portanto, que outros mecanismos devem estar envolvidos
nas alteracbes da reatividade vascular a este peptidio. Finalmente, nossos dados
demonstram que ndo € necessaria uma liberacdo continua e/ou de grandes
quantidades de NO para deflagrar alteracbes na responsividade vascular. Desta
forma, os efeitos do NO sobre as respostas a vasoconstritores e vasodilatadores séo
muito mais profundos, de longa duracdo e importantes do que previamente descrito.
Se aplicados ao choque séptico, nossos resultados podem contribuir para uma
melhor compreensdo sobre a hiporresponsividade a vasoconstritores, além de
confirmar a importancia da hiper-responsividade a vasodilatadores nesta condicdo
patolégica. Estudos direcionados a relacdo entre o NO, modificacdes na atividade de
canais de K" e alteragcdes no funcionamento cardiovascular podem propiciar novas

perspectivas para o tratamento do choque séptico.
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Figura 12: Modelo esquematico proposto para os possiveis mecanismos envolvidos
nas alteracbes da responsividade vascular a vasoconstritores e a vasodilatadores
induzidas pela infusdo de doadores de Oxido nitrico. Dentre seus indmeros papéis
fisiolégicos, 0 6xido nitrico (NO), produzido por enzimas denominadas 6xido nitrico sintases (NOS), é
um importante modulador do ténus vascular. A ativacdo de receptores especificos presentes na
membrana das células endotelias, bem como a pressdo que o0 sangue exerce sobre a parede dos
vasos (estresse de cisalhamento), conduzem a um aumento nas concentragdes intracelulares de calcio
e a fomnacdo do complexo calcio-calmodulina, o que resulta na ativagdo da isoforma endoteliai da
NOS, que passa a produzir NO e L-citrulina durante curtos periodos de tempo (segundos), utilizando
como substrato o aminoacido L-arginina e uma série de outros co-fatores (ver paginas 16-17).
Imediatamente apos ser liberado pela NOS endoteliai, o NO propaga-se para as células do musculo liso
vascular, induzindo a vasodilatacdo, em um processo que envolve a ativacdo da enzima guanilato
ciclase soluvel (GCs), responséavel pela producdo de GMPc, mdiecula que ativa proteinas quinases
(PK) especificas, as quais fosforilam a cadeia leve de actina e canais de potassio, eventos
responsaveis ao menos por parte do processo de relaxamento vascular. Entretanto, a exposi¢do do
sistema cardiovascular a quantidades de NO superiores as fisiolégicas, seja através da infusdo de
doadores de NO (nitroprussiato de sédio ou S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina), seja em virtude da
inducdo da isoforma induzida da NOS (como ocorre em processos patolégicos como o choque séptico),
parece ter consequéncias diferentes, e induz alteragdes na capacidade do mdusculo liso vascular
responder tanto a agentes vasoconstritores como vasodilatadores. Uma das maneiras pelas quais o NO
proveniente dessas fontes pode alterar a responsividade vascular pode ser através de uma agédo direta
sobre canais de K" presentes na membrana das células do musculo liso vascular. A abertura destes
canais e a consequente saida de ions K" pode criar um estado de hiperpolarizagdo da célula muscular
lisa, O que por sua vez explicaria tanto a hiporresponsividade a vasoconstritores como a
potencializacdo dos efeitos de vasodilatadores endotélio dependentes (A). O NO pode ainda induzir
alteragdes na funcdo da enzima guanilato ciclase sollivel (GCs), além de alterar processos envolvidos
na regulagdo do tébnus vascular (B). Alternativamente, o NO pode induzir alteragces no nimero ou na
funcdo de receptores ou mecanismos de transducgéo existentes na célula endoteliai (C). O NO, liberado
pelos doadores pode ainda interagir com tidis intracelulares, formando S-nitrosotidis, compostos
capazes de liberar NO gradativamente. A liberacdo de NO destes estoques pré-formados poderia
explicar porque as alteragcdes na responsividade vascular persistem por até 24 h apds o término da
exposi¢cdo aos doadores de NO (D). Finalmente, o NO pode também agir diretamente em canais de K"
das células endoteliais. A ativacdo destes canais poderia deflagrar importantes alterag6es na regulagéo
do potencial de membrana e do ténus vascular (E).



VI - Consideracdes Finais
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O choque séptico é uma sindrome de dificil controle que, na grande maioria
dos casos, conduz a faléncia cardio-circulatéria e a morte. Mesmo frente aos
avancos da ciéncia e ao grande numero de novos trabalhos publicados, é impossivel
avaliarmos quando a medicina estara apta a implementar terapias mais efetivas para
esta patologia. Uma das razdes para isto é a dificuldade de se aplicar, na pratica
clinica, as informacgdes providas pela ciéncia.

O organismo, na tentativa de conter a infeccao sistémica que caracteriza o
choque séptico, lanca méo de diversos mediadores, dos quais alguns visam
estabelecer um processo inflamatério e imunolégico eficiente (como as citocinas pro-
inflamatorias e o sistema complemento) e outros séo liberados na tentativa de conter
o desenvolvimento de wuma inflamacdo descontrolada (como as citocinas
antiinflamatérias). Infelizmente, nos casos mais graves, na “batalha” contra a origem
da inflamacdo sistémica, o organismo parece optar pelos riscos de manter um
processo inflamatério exacerbado durante longos periodos, o que é um dos
principais responsaveis pelos inumeros sintomas deletérios do choque séptico.

Neste contexto, o O6xido nitrico desponta como apenas um dos mediadores
produzidos em grandes quantidades durante & sepsis. A hiporresponsividade a
vasoconstritores, um sintoma bem conhecido do choque séptico, que faz com que
t
pacientes hipotensos ndo tenham a pressao sanguinea normalizada, mesmo quando

submetidos & administracdo de altas doses de vasoconstritores, € também apenas

um dos inameros sintomas dessa patologia. Entretanto, cada pequeno achado
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representa uma fracdo do que pode ser, em conjunto com inUmeros outros, uma boa
conduta para uma terapia eficaz. Talvez, coletivamente, os esfor¢os realizados nesta
area possam, de alguma forma, contribuir para um futuro aumento nos indices de

sobrevivéncia de pacientes com choque séptico.



VIl - Conclusdes

Os resultados aqui apresentados, obtidos através de experimentos utilizando

a preparacgao de presséo arterial em ratos anestesiados, demonstraram que:

a administracdo de LPS induz um estado de hiporreatividade vascular a
fenilefrina e potencializacdo das respostas a bradicinina, o qual persiste
por pelo menos 24 horas;

a infusdo de doadores de Oxido nitrico (ambos SNP e SNAP) reduz a
responsividade a fenilefrina e as angiotensinas | e Il, além de potencializar
as acOes da bradicinina e da acetilcolina, reproduzindo as alteragcbes na
responsividade vascular presentes em ratos endotoxémicos;

a responsividade vascular a fenilefrina e a bradicinina permanece alterada
por pelo menos 24 h apos a infusdo dos doadores de 6xido nitrico;

os efeitos vasodilatadores do iloprost e do nitroprussiato de sodio (dois
vasodilatadores endotélio-independentes) néo sdo alterados pela infusao
de doadores de NO;

o tratamento com TEA (um bloqueador inespecifico de canais de
potassio) ou com 4-aminopiridina (um bloqueador de canais de potassio
ativados por voltagem), antes da infusdo de SNP, é capaz de proteger o
sistema cardiovascular das alteracbes na responsividade vascular
induzidas pelo 6xido nitrico, enquanto a glibenclamida (um bloqueador de
canais de potassio sensiveis ao ATP) nédo teve qualquer efeito;

a administracdo de 4-aminopiridina ou de glibenclamida apés a infusao de
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SNP, quando os efeitos do 6xido nitrico sobre a responsividade vascular a
feniiefrina ja estavann deflagrados, ndo foi capaz de restabelecer as
respostas a este vasoconstritor;

e por sua vez, a administracdo de TEA foi capaz de restaurar os efeitos
vasoconstritores deste agonista ai-adrenérgico, mesmo quando utilizado
24 h ap6s a infusdo de SNP, quando a responsividade a feniiefrina
permanecia reduzida;

« tanto o TEA quanto a 4-aminopiridina, quando administrados apos a
infusdo de SNP, foram capazes de reverter a potencializacdo dos efeitos
da bradicinina, mas apenas quando pequenas doses dessa cinina eram
testadas; os efeitos das doses maiores de bradicinina ndo foram alterados

por esses bloqueadores de canais de potassio.

Os resultados sugerem que:

» os efeitos de quantidades de Oxido nitrico superiores as fisiolégicas sobre
0 sistema cardiovascular sdo muito mais profundos e duradouros do que
previamente reconhecido; uma vez deflagradas as alteracbes na
responsividade vascular decorrentes da exposi¢cdo ao NO, estas persistem
por longos periodos, independente da continua produgédo de NO;

e como apenas vasodilatadores endotéiio-dependentes tém seus efeitos
potencializados pela infusdo de doadores de NO, alteracdes no endotélio
vascular podem ter importante participacdo na origem dos efeitos do NO
sobre a responsividade vascular. Receptores e/ou estruturas envolvidas

em mecanismos de transducao poder ter suas funcdes modificadas pelo
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NO;

» alteracdes nos estoques intracelulares de S-nitrosotidis podem contribuir
para os efeitos do NO sobre a responsividade vascular. Estes estoques
podem liberar NO gradativamente, o que poderia justificar tanto a
supressdo das respostas vasoconstritoras como a potencializacdo das
respostas vasodilatadoras a agentes endotélio-dependentes;

e a ativacdo de canais de potassio é responsavel ao menos por parte das
alteracbes da responsividade vascular induzidas pelo NO. Entretanto,
nossos resultados ndo permitem conclusdes acerca dos eventos
envolvidos nos efeitos do NO sobre estes canais. Finalmente, outros
mecanismos parecem contribuir, especialmente para a potencializagdo
das acdes da bradicinina, quando doses maiores desse peptideo sao

utilizadas.
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