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INFLUENCIA DA ENDOTOXINA DE E. coli, NoNLA E
DEXAMETASONA SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR A
ANGIOTENSINA II

RESUMO

O choque séptico, que é a maior causa de morte no Brasil e no Mundo,
consequéncia de trauma infeccioso, a indugao da 6xido nitrico sintase (NOS)
do endotélio vascular por produtos originados da parede de bactérias €
considerado a causa, mas também parte da ativacdo de mecanismos de defesa
do hospedeiro contra a infeccio. Uma pronunciada hipotensdo seguida de
redugdo da reatividade vascular a mediadores vasoconstritores € determinada
pela intensa liberacdo de mediadores relaxantes, como o proprio 6xido nitrico
(NO), que podem progredir para a morte do hospedeiro. Em ratos, este
fendmeno € igualmente observado. O quadro de choque séptico ou Sepsis
pode ser reproduzido pela injecdo parenteral de endotoxina de varias bactérias
Gram-negativas, como a endotoxina de E. coli (Etx), que produz intensa
hipotensdo aguda e prolongada, com pronunciada hiporreatividade a

angiotensina II (AIl). A inje¢cdo de Dextran produziu uma hipotensdo
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comparavel a da Etx, porém a poténcia vasoconstritora da AIl foi
completamente mantida. A hiporreatividade a AIl apos Etx pode ser revertida
completamente pelo inibidor da NOS, o NoNLA, sugerindo o envolvimento
do sistema renina-angiotensina € a via L-arginina-NO, no fendmeno.
Mediadores originarios das glandulas adrenais estdo envolvidos, uma vez que
a adrenalectomia total dos ratos ndo permitiu a reversao da hiporreatividade a
AIl pelo NoNLA. O envolvimento de drogas antiinflamatdrias esteroidais
(Dexametasona [Dexa]) ou nao-esterdidais (Diclofenaco [Diclo] e Nimesulide
[Nime]) no fendmeno nao foi plenamente estabelecido, pois animais pré-
tratados com estas drogas ndo modificaram a reversdao da hiporreatividade
vascular a AIl. Do mesmo modo, a adrenodemedulacdo afastou a
possibilidade de envolvimento de mediadores da medula adrenal na
hiporreatividade revertida pelo NoNLA. No modelo do Edema de Pata, onde
avaliamos a influéncia da Dexa, Diclo e Nime, ndo observamos diferencas
significativas no Edema induzido pela carragenina (Car) ou Etx. Neste
modelo, o edema produzido pela Car ou Etx ndo foram diferentes em ratos
adrenalectomizados ou controles, mesmo apds pré-tratamento com Dexa,
Diclo ou Nime. J4 em ratos pré-tratados com Etx i.p. 2 horas antes da indu¢do

do edema, observamos uma significativa redu¢do da acdo edematogénica da
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Car e da Etx. Contrariamente, em ratos pré-tratados com fator de agregacao
plaquetaria, a poténcia edematogénica de Car e Etx foi potencializada.

Palavras chave: endotoxina, angiotensina II, choque séptico, edema de pata,

NO, dexametasona, reatividade vascular a AIl.

ABSTRACT

In septic schock that is major cause of death folowing in infeccious
trauma, the induction of nitric oxide sinthase (NOS) of vascular endothelium
by bacterial products is considered to be part of the defense mechanism of
hosp against infection. But the hypotension and vascular hyporeactivity
determinated by intense release of relaxing factors essentially from endothelial
cells, in response to substances, released from walls bcteria which can
progress to death of hosp. The hyporreactivity to angiotensin II (AIl) is
observed in Etx-induced hypotension. The current study show that the
vasoconstriction response of Al in rats is reversed by an inhibitor of NOS
(NwNLA) in control rats, but in adrenalectomized rats these inhibitor did not
reversed the hyporreactivity. The dexamethasone impaired the protective
effect of NoNLA against Etx-induced hyporreactivity . In adrenalectomized
rats the NoNLA not reverts vascular hyporreactivity to All. The involvement
of antiinflammatory nonsteroids drugs (diclofenac [Diclo] and nimesulide
[Nime]) not was involved in reversion of vascular hyporreactivity to All.
Dextran injection, produced hypotension but not produced vascular
hyporreactivity to AIl. These mechanism is not clarified. In paw edema
carragenin (Car) and endotoxin induced not observed the involvement of
adrenalectomy, dexamethasone, Diclo and Nime in phenomen. The potency

edematogenic of Car and Etx was not altered, but in rats pré-treatads with Etx
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for 2 hours, the  edematogenic potency of Car and Etx was reduced
significativaly, but in rats pré-treatads with platelet agregation factor, the
edematogenic response of Car and Etx was potentialized.

Key words: endotoxin, angiotensin II, septic schock, paw edema, NO,

dexamethasone, vascular hyporreactivy to All
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INTRODUCAO

SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

O sistema renina-angiotensina € um sistema importante na
regulacdo, a curto e a longo prazo da pressao sanguinea arterial, em diversas
condi¢des de hipotensdo. Os fatores que levam a estas condi¢des podem ser:
reducdo no volume sanguineo eficaz, nas dietas hipossddicas e uso de
diuréticos, perda sanguinea por hemorragia, isquemia cardiaca congestiva,
cirrose hepdtica, sindrome nefrética e reducdo na resisténcia periférica total
(provocada por vasodilatadores), que levam a ativac@o da liberacdo de renina
pelos rins. Nao estd claro se esta ativacdo também ocorre durante o choque
séptico ou aquele induzido por lipopolisacarideos da parede bacteriana na
vigéncia de processo infeccioso generalizado. A renina é uma enzima que atua
sobre o angiotensinogénio (A) para catalisar a formagcdao do decapeptideo
angiotensina I (AI). Este decapeptideo é posteriormente clivado pela enzima
conversora de angiotensina (ECA), produzindo o octapeptideo vasopressor
ativo angiotensina II ( AIl) [Goodman and Gilman’s, 2002].

A Al apresenta uma a¢do moduladora no sistema cardiovascular
por estimulacdo da liberacdo de aldosterona e conseqiientemente inibi¢do da
natriurese. Esta acdo da AIl sobre a zona glomerulosa do cértex da adrenal
aumenta a sintese e a secre¢ao de aldosterona. Esta por sua vez, atua no tibulo
distal e ducto coletor nos rins causando retengdo de Na® e aumento na
excrecdo de K™ e H'. O efeito estimulante da AII na sintese e liberagdo de
aldosterona € aumentado sob condi¢des de hiponatremia ou hiperpotassemia e

¢ reduzido quando as concentracdes destes citions no plasma sado alterados em
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direcOes opostas. Adicionalmente, a AIl estimula a liberacao de catecolaminas
da medula adrenal por despolarizacdo das células cromafins (Ferrario, 1991).

A AIl atua por diferentes mecanismos para elevar a pressao
arterial aos seus niveis normais. Ela atua de diferentes formas para aumentar a
resisténcia periférica total. Sugeriu-se que 0 mecanismo mais importante seja
pela capacidade que a AIl possui em inibir a excre¢do de Na™ e dgua pelos
rins. Desse modo Hall et al. (1980) esclareceram que as alteragdes na fun¢do
renal induzidas pela AIl desempenham um papel importante na estabilizagdo
a longo prazo da pressdo arterial diante das grandes oscilagdes na ingesta
nutricional de Na ™.

O substrato endégeno natural para a renina € o A, que € uma o ,-
globulina que circula em quantidades abundantes no plasma. A regido
molecular importante deste peptideo € o terminal amino, a partir do qual a Al
¢ formada. A estrutura primaria do A foi obtida por clonagem molecular
(Kageyama et al., 1984). O A € sintetizado basicamente no figado, embora o
RNA mensageiro (RNA,, ) que o codifica também seja abundante no tecido
adiposo, em determinadas regides do SNC e nos rins ( Campbell & Habiner,
1986; Cassis et al., 1988). O A é continuamente sintetizado e secretado pelo
figado e sua sintese € estimulada por varios hormdnios, incluindo
glicocorticéides, hormonios tireoideanos e pela propria AIl (Bem-Ari &
Garisson, 1988). A taxa de sintese de AIl pode ser influenciada por alteracoes
nos niveis de A, pois animais transgénicos que superexpressam o gene de A
sdo hipertensos (Kimura et al., 1992) e animais sem este gene sao hipotensos
(Tanimoto et al., 1994). Historicamente o A nao é considerado um fator
importante para a doenga cardiovascular da hipertensdo (Hata et al., 1994).

Apesar de ndo ter sido estabelecida uma relagdo causa-efeito, aumentos nos
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niveis de A estdo associados a hipertensdo essencial (Jeunemaitre et al., 1992)
e existe uma ligacdo genética entre a hipertensdo essencial e o gene de
expressao de A (Caulfield et al., 1994). Além disso, uma mutagdo especifica
nesse gene foi associada a hipertensdo essencial (Hata et al., 1994) e a
hipertensdo induzida pela gravidez (Ward et al., 1993).

A ECA que converte o Al em All, €é uma
dipeptidilcarboxipeptidase, cujos substratos preferidos devem ter apenas um
grupo carboxil livre e a prolina ndo deve ser o penultimo aminoédcido; portanto
esta enzima ndo degrada a AIl (Williams et al., 1994). A bradicinina (Bk) €
um dos muitos substratos naturais para a ECA, que a inativa do mesmo modo
que outros potentes vasodilatadores (Linz and Scholkens, 1992) A conversdo
de AI em AIl in vivo é muito rdpida devido a atividade da ECA ligada a
membrana na superficie luminal das células endoteliais em todo o sistema
vascular e pulmonar (Williams et al., 1994).

Outras vias alternativas para a biosintese de Al tem sido descritas
e embora a importancia fisioldégica dessas vias ndo seja amplamente
conhecida; alguns tecidos contém enzimas processadoras de A em Al (
proteases ndo renina ) ou diretamente em All (catepsina G e tonina) [Dzau,
1993]. Tem sido ainda descritas outras enzimas processadoras de Al que ndo
seja a ECA (enzima geradora de AII sensivel a quimostatina e quinase

cardiaca (Dzau et al., 1993).

Receptores de angiotensina

Os efeitos da angiotensina sdo exercidos através de receptores

seletivos localizados na superficie celular do endotélio vascular. Esses
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receptores foram caracterizados farmacologicamente em dois subtipos (Chiu
et al.,, 1989) em At; e At, (Bumpus et al., 1991). O subtipo At; tem alta
afinidade pelo losartan (um antagonista seletivo) e baixa afinidade pelo PD
123177 e CGP 42112 A (um peptideo andlogo), enquanto que o receptor At,
tem uma alta afinidade pelo PD 123177 e CGP 42112 A, mas com baixa
afinidade pelo losartan (Bumpus et al., 1991). Portanto estas propriedades
podem ser empregadas para caracterizacdo diferencial destes dois subtipos de
receptores. Ambos os receptores ja foram clonados (Sasaki et al., 1991;
Murphy et al., 1991; Mukoyama et al., 1993). O receptor At; € membro da
familia de receptores ligados a Proteina G, com 7 regides transmembrana
possiveis e tem 359 aminodcidos. O receptor At, tem 363 aminodacidos,
também possui 7 regides transmembrana, mas nao € fortemente ligado a
proteina G. Os receptores At; e At, tem pequena homologia de seqiiéncia
(apenas 32% de identidade da seqii€éncia de aminodcidos).

Até o presente, todos os efeitos farmacoldgicos da AIl parecem
ser mediados pelo receptor At;, ndo tendo sido definido de maneira
inequivoca um papel funcional para o receptor At,. Foram clonadas quatro
isoformas altamente homologas do receptor Atl de ratos e duas isoformas de
seres humanos. O receptor At, estd amplamente distribuido nos tecidos fetais,
mas sua distribuicdo € mais restrita nos adultos. Nos adultos, alguns tecidos
contém basicamente receptores At; ou receptores At,, enquanto outros tecidos
tem os dois subtipos em quantidades semelhantes; sob este aspecto, diferengas
teciduais e de espécie sdo a regra e ndo a exce¢do (Timmemans et al., 1993).

O mecanismo de acoplamento do receptor At; com seus efetores
via proteina G, envolve a ativacdo de enzimas que também atuam na cadeia de

biosintese dos fatores da inflamacdo. Além da fosfolipase Cp e da fosfolipase
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D, a ativacdo do receptor At; também estimula a fosfolipase A,, que
metaboliza a fosfatidilcolina em 4cido araquidonico; posteriormente este dcido
araquidonico é metabolizado em prostaglandinas e em tromboxano A, através
das cicloxigenases (Cox-1 e Cox-2) e em leucotrienos através da lipoxigenase
(Sasaki et al., 1991). Esses derivados do 4cido araquidonico modificam a
resposta celular final ativando seus proprios receptores na superficie celular.
Nestes eventos envolvendo a sintese dos mediadores do processo inflamatoério,
¢ provavel que tanto as drogas antiflamatorias esteroidais € ndo- estroidais,
devem modificar indiretamente as respostas farmacoldgicas aos agonistas dos
receptores At; e At,. Os mecanismos do acoplamento do receptor At; com
seu efetor tem sido estudados mais amplamente, por serem
farmacologicamente mais importantes. Alguns estudos sugerem que o0s
receptores At; quando antagonizados pelo losartan, inibem a proteina
associada a membrana, tirosina fosfatase, através da proteina G sensivel a

toxina pertussis e/ou regulam os canais de K+ (Kambayashi et al., 1994).

Sistema nitrérgico

O 6xido nitrico (NO) € um neurotransmissor com caracteristicas
mecanisticas diferentes dos neurotransmissores mais amplamente estudados
até uma década atras. O NO participa de inimeras agoes bioldgicas sist€micas
nos mamiferos, sendo quase sempre responsavel por respostas inibitorias,
como a vasodilatacdo, no caso da hipotensdo severa causada no choque
séptico. O choque séptico € uma das mais importantes causas de morte em
quadros severos de sepsis. O NO responsavel pela mediacao da vasodilatagdao

¢ produzido e liberado apods a ativacao de uma sintase endotelial constitutiva

20



(NOSc), pela Etx nos casos de choque endotoxico (Klosterhalfen & Bhardwaj,
1988; Thitheradge, 1999). Esta superproducdo de NO resulta numa hipotensdo
e reducdo da responsividade contratil do sistema vascular a Nor (Ambrosio &
Fracasso, 2000). Na fase final do choque endotéxico, uma isoforma da sintase
de 6xido nitrico, NOS indutivel (NOSi), € induzida em varios 6rgdos e na
parede dos vasos arteriais. A inducdo desta NOSi contribui ainda mais para a
queda da pressao arterial sistemica em ratos com choque endot6xico (Szabo et

al., 1994).

CHOQUE SEPTICO

Endotoxinas de E. coli (Etx) sdo lipopolissacarideos constituintes
normais de parede celular de bactérias gram-negativas, liberadas na corrente
sanguinea apOs a morte ou lise destas bactérias, que freqiientemente produzem
no homem e nos animais um estado patoldgico conhecido por choque séptico,
choque endotoxémico, choque gram-negativo ou bacteriano (Kilpatrick-
Smith & Erecinska, 1983). Estas substancias toxicas tem sido designadas
endotoxinas para diferencid-las de outras substancias toxicas sintetizadas e
excretadas para o meio, pela célula bacteriana integra e denominada
exotoxinas. Extensas alteracoes hemodinamicas e fisiologicas s@o causadas
pela Etx que levam ao quadro clinico denominado de choque séptico. Um dos
primeiros sinais deste choque € a queda da pressdo arterial sanguinea,
considerada hipotensdo quando valores sistolicos abaixo de 80 mmHg sdo
mantidos por mais de 30 min ( Neme & Nestarez, 1978). Além desta alteragcdo
cardiovascular, ha uma falta ou reducdo significativa de resposta aos

vasoconstritores € uma hiperreatividade aos vasodilatadores (Ambrosio &
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Fracasso, 2000; Paya, 1993). Os mecanismos fundamentais da hipotensao
mediada pela Etx nio estdo plenamente compreendidos (Griglewiski et al.,
1988), porém a mediagdo destas alteragdes por um vasodilatador endogeno, o

NO tem recebido atengao consideravel (Thitheradge, 1999).

Na infeccdo experimental induzida in vivo, um aumento na resisténcia
do hospedeiro € observado quando pequenas doses de endotoxina sdo
administradas 24 horas antes da indugdo da infec¢do ou de doses letais de Etx.
Entretanto se a Etx € administrada imediatamente antes da inducdo da
infec¢do, os animais tornam-se menos resistentes (Flohé et al., 1991).

A hiporreatividade vascular aos vasoconstritores como as catecolaminas,
¢ um dos efeitos mais pronunciados do choque séptico em ratos (Paya et al.,
1993; Ambrésio & Fracasso, 2000) e contribui para uma alta taxa de morte
associada ao choque gram-negativo. E sabido que a Etx reproduz a
hiporreatividade em animais e uma alta producdo de NO tem sido implicada
no efeito da Etx em alterar essa reatividade vascular (Gray et al., 1990). Tem
sido descrito que a Etx induz a enzima sintase de NO, que produz NO a partir
do aminoécido ndo essencial L-arginina em varios tecidos de rato e que a
dexametasona (Dexa), uma droga antinflamatéria corticéide, previne a
indug¢do desta enzima e a hiporreatividade vascular associada em aorta de
rato (Rees et al., 1990). Todavia alguns efeitos da Etx sobre a pressao arterial
e reatividade vascular podem preceder a induc¢do da NOS, a qual demora
varias horas para ocorrer em varios modelos animais (Schuller et al., 1992). A
hiporreatividade rdpida a noradrenalina (Nor) se deve a estimulagdo rapida da
NOSc pela Etx e a hiporreatividade tardia a Nor se deve a indugcdo NOS1 pela

Etx. Foi verificado que uma vez estabelecida a hiporreatividade a Nor, o
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tratamento com Dexa ndo produz efeito; portanto a Dexa s6 € eficaz em
prevenir a hiporreatividade a Nor, quando o tratamento € preventivo (Paya et
al., 1993). Deste modo esté estabelecido que a expressao da NOSi em resposta
a Etx € portanto negativamente regulada pela Dexa in vivo € o aumento dos
glicocorticdides enddgenos, tem sido proposto contribuir para o
desenvolvimento  da tolerancia cardiovascular a inje¢Oes repetidas de Etx
(Szabo et al., 1994).

No homem e em animais a Etx causa rdpida leucopenia,
provavelmente devido a um seqiiestro dos leucdcitos pelos capilares,
principalmente pulmonares. Apds um periodo de 4-6 horas da administracao
da Etx, a leucopenia € seguida de leucocitose pela liberacdao de granuldcitos da
medula 6ssea  (Morrison & Ulevitch, 1978). A ativacdo das células
endoteliais pela Etx, TNF-o ou IL-1 estimula a aderéncia de leucdcitos,
promove atividade pro-coagulante e induz a liberacdo de mediadores
inflamatorios e substancias vasoativas. Deste modo as células endoteliais sao
alvo critico das reacOes inflamatorias destrutivas e como células efetoras
potenciais na resposta inflamatéoria, podendo influenciar profundamente o
curso de uma septicemia gram-negativa (Pohlman & Harlan, 1992).

Como o sistema renina-angiotensina pode ser ativado nos casos
de hipotensdo desta natureza, torna-se interessante explorar se a reatividade
vascular frente a All altera-se nestas condi¢des de superproducdo de NO, pela
inducdo aumentada de ambas as sintases NOSi e NOSc. Assim, o emprego de
inibidores destas enzimas sintases pode ser util na avaliagdo do envolvimento
do sistema renina-angiotensina e do sistema nitrérgico na responsividade

vascular aos peptideos endogenamente ativos.
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Como citado anteriormente, o0 mecanismo de a¢ao da All, ocorre
pela ativacdo especifica de receptores At; que sdo acoplados a proteina G.
Desse modo h4 a geracdo de segundo-mensageiros, que indiretamente podem
promover a ativacdo de enzimas formadoras de mediadores do processo
inflamatério (leucotrienos a partir do 4cido araquidonico das membranas
celulares), tornando provavel a influéncia de substincias antinflamatodrias
esteroidais (AIES) e nao-esteroidais (AINES) com o sistema renina-
angiotensina. O envolvimento de mediadores do processo inflamatério pode
ser avaliado com o emprego de drogas AINES como o Diclofenaco, que € um
derivado do 4cido fenilacético desenvolvido como antiinflamatorio, possuindo
também propriedades analgésicas e antipiréticas. Sua a¢dao ocorre por inibi¢ao
da ciclooxigenase (Cox), preferencialmente a Cox;. J& o nimesulide é outro
antiinflamatério ndo-esteroidal possuindo agdes antipiréticas e analgésicas,
cuja acao ocorre por inibi¢ao preferencial da Cox, , com menores efeitos sobre
a mucosa gastrica que o Diclofenaco. A Dexametasona, tem sua acao
antiinflamatodria pela inibi¢dao da fosfolipase situada na membrana celular, nao
permitindo a ativagdo da cascata das reagOes desencadeadas localmente no

processo inflamatoério (mediadores teciduais)[Goodman and Gilman’s, 2002].

Relacao entre o sistema angiotensinérgico e o sistema nitrérgico

A AII € habil para ativar o sistema Cinina-NO cardiovascular. Em

cultura de células endoteliais bovinas, a All estimula de forma concentracdo-

dependente a producdo de GMPc e aumenta a liberagdo de cinina enddgena

(Lopes-Aguirrea & Paramo, 1999). Nestas células a biosintese de GMPc foi
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bloqueada pelo icatiban (antagonista seletivo de receptor de bradicinina de
subtipo B;), bem como pelo inibidor da NOS, NoNLA (Wiemer et al., 1993).
A producao de cininas e/ou NO favorece um envolvimento do subtipo de
receptor At, no cdo. Ambas as drogas também bloquearam a producdo de NO
induzida pela AIl, medida pela liberacdo de nitrito em microvasos
coronarianos e artérias corondrias de cao (Wiemer et al., 1993 a).

Estes conhecimentos acerca da relagdo da ECA, cininas e NO
revelam uma interdependéncia destes sistemas, sob condi¢des fisioldgicas e
fisiopatoldgicas; conseqiientemente envolvendo também o sistema renina-
angiotensina. A atividade basal e estimulada das cininas derivadas do
endotélio vascular, estdo relacionadas ou mesmo dependem da expressdo e/ou
atividade da ECA, pois os inibidores da ECA contribuem para o aumento
destas cininas. Deste modo, a regulacdo da NOS € relevante no controle da
hipertensdo, aterosclerose e faléncia cardiaca, onde a inibicao total das acdes
do NO derivado do endotélio € observado. As cininas e os inibidores da ECA
sdo reguladores da NOS e aumentam a produ¢do  de NO, entretanto as
cininas e os inbidores da ECA sdo capazes de reduzir a producdo de
superoxidos gerados pela disfun¢do da NOS (Thimermans et al., 1993).

Tem sido proposto que a hipotensdo e a hiporreatividade vascular aos
vasoconstrictores causados indiretamente pela Etx podem estar envolvidas
com processos de estresse oxidativo in vivo, pois foi detectado que durante a
vigéncia do choque séptico hd uma reducdo de fatores enddgenos
antioxidantes e mesmo o envolvimento do préprio NO que € uma espécie de
radical reativo (Pleiner et al, 2003).

Neste estudo, procuramos avaliar a influéncia de drogas em

diferentes protocolos experimentais, no modelo de “choque endotoxico”
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produzido pela Etx e seus efeitos na reatividade vascular a All e
adicionalmente a influéncia de drogas em diferentes protocolos experimentais
no modelo de “edema de pata” induzido pela Etx e pela Car que apresentam

potentes efeitos edematogénicos, em ratos.
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OBJETIVOS
Os objetivos do presente estudo visaram explorar um possivel
envolvimento do sistema Renina-angiotensina com a reatividade
cardiovascular a All, frente a situacdes de acentuada hipotensido causada pela
endotoxina de bactérias gram-negativas, como por exemplo a E. coli (Etx),
assim como a participacdo dos sistemas normalmente desencadeados na
reversao deste quadro, em ratos.

Investigamos a hipdtese da formacdo acentuada de NO e produtos da
ciclooxigenase e se esta formacdo pode ser modulada por glicocorticéides
endogenos e/ou outros mediadores quimicos liberados pela Etx.

Para verificarmos essas hipoteses avaliamos:

1- Se as respostas pressoricas da (All), frente a situacdes de acentuada
hipotensdo causada pela Etx (modelo experimental que se asemelha ao
modelo “in vivo” do choque endotoxémico, estdo afetadas, através do
estudo das variacdes da pressao arterial média (PAM).

2- Se ocorre hiporreatividade vascular a  All, semelhantemente ao que
ocorre com a noradrenalina. Utilizamos inibidor da NO-sintase para
verificarmos esta hipotese, através de registro da PAM.

3- Verificamos se a participacdo dos produtos das ciclooxigenases ( COX,
e COX, ), como por exemplo as prostaglandinas e tromboxanos

(endogenos), que se relacionam a hiporreatividade vascular a
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noradrenalina, também estdo presentes na hiporreatividade a All.
Utilizamos inibidores da COX; e COX, para verificarmos esta
hipétese..

E conhecido que ratos adrenalectomizados [Adx] sdo mais sensiveis a
pequenas doses de Etx. Quando estes animais sem os glicocorticéides
enddgenos sdo submetidos a doses sub-letais da Etx, eles desenvolvem
choque circulatério muito pronunciado, caracterizado por uma profunda
queda da pressao arterial e hiporreatividade as drogas vasoconstrictoras
e hiperrreatividade as drogas vasodilatadoras. Serdo utilizados em
nossos experimentos, para registros de PAM, animais Adx e
adrenodemedulados [Adm] para compara-los com animais controles e
controles “falso- operados” para verificarmos esta hipotese.

Animais adrenalectomizados, portanto desprovidos de glicocorticéides
endogenos, foram submetidos a doses subletais de Etx, para avaliarmos
se esta condi¢cdo modifica as caracteristicas da reatividade vascular a
All, comparados com animais Adx tratados com glicocorticdides,

através de registros da PAM.
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MATERIAL E METODOS

1. Anestesia

Utilizamos para experimentos in vivo, ratos machos Wistar
originarios do Biotério Central do Campus de Botucatu/UNESP, pesando
entre 200-300g. Os animais foram anestesiados com tiopental sdodico,
dissolvido em solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%), na dose de 50 mg/Kg i.p. Em
alguns protocolos utilizamos o éter dietilico P.A., quando foi o caso do

procedimento de cirurgias e portanto, precisamos da recuperacdo do animal.

2. Vias de administracao das drogas

As drogas foram administradas pela veia jugular esquerda ou
direita, previamente canuladas com cénulas de polietileno, n° 50 com o animal
anestesiado, para os experimentos de registro da PAM.

Utilizamos também, quando necessario, a via intra- peritoneal
[i.p.] para a administracdo de drogas, quando avaliamos o efeito sistémico em
pré-tratamento do animal. Para os experimentos onde avaliamos o edema de
pata a via intra- plantar [i.pl.] foi utilizada.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de

Etica em Pesquisa da FCF Araraquara.
3. Substancias utilizadas

-Heparina (Liquemine, Roche)

-Endotoxina de Escherichia coli (026-B6, Difco Co.)
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-Tiopental sédico (Tionembutal, Abbott do Brasil)

As demais substancias foram obtidas junto a Sigma Chemical Co.
-Dexametasona -Diclofenaco sédico -Nimesulide
-Nw-Metil-L-Arginina (NwNLA)

-Angiotensina II

-Carragenina

4. Preparo do animal para a medida da pressao arterial

O animal anestesiado, colocado em decubito dorsal, fixado sobre
uma placa de cortica, depilado na regido ventral do pescoco, com bisturi
procede-se uma incisdo cridnio-caudal na pele sobre a linha mediana,
divulcionando o tecido até atingir a traquéia, a seguir esta é seccionada
transversalmente e canulada com canula de polietileno n° 240, a fim de
remover secre¢Oes brOnquicas eventualmente produzidas. Posteriormente,
através de incisao ventral anterior do pescoco e divulsdo do tecido, introduziu-
se uma canula PE n® 50 na veia jugular, que foi utilizada para a injecdo das
substancias. A artéria carotida esquerda ou direita foi canulada e conectada a
fisiografo para registro das respostas pressoricas (PAM). Apés incisdo
longitudinal na regido ventral mediana do pescoco, afastou-se as glandulas
salivares parotidianas, identifica-se os musculos esternoclidomastéide e o
esternoidideo, entre as fibras de musculos localiza-se o nervo vago, integrante
do feixe vasculo nervoso cervical, isolou-se o feixe da musculatura por
divulsdo, separando a carétida, procedeu-se um corte em "V’ (pique no vaso,
para introdu¢do da canula de polietileno n® 50), conectando-a ao fisiégrafo

para o registro das respostas (PAM).
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5. Registro da pressao arterial média (PAM)

Através da artéria carétida conectada a um fisiografo ANAMED,

foi registrada as PAM, durante todo o decorrer do experimento.

6. Edema de Pata

A carragenina (Car) e a Etx utilizadas para produzir edema na pata no
animal foram diluidas em solucdo fisiolégica (NaCl 0,15M) para que o
volume da injecdo intraplantar ( i. pl.) nunca excedesse 0,1 ml por pata,
injetadas sempre na pata posterior direita..

A medida do edema foi feita apOs intervalos de tempo determinados
nas figuras; para cada protocolo utilizado: imediatamente apos a injecao ( 0 }
e apos a 1%, 2% 4" e 24" horas da injecdo intraplantar. Utilizamos para medir

o volume da pata o medidor de espessura “Mitutoyo”, 2050-08 (Fracasso et

al., 1996).

6.1 Medida do edema induzido em pata de rato utilizando espessimetro

Medida da espessura da pata: limpamos a pata posterior do rato com

alcool e medimos sua espessura em mm.
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O valor do aumento da espessura da pata inflamada (edema) foi obtido
subtraindo-se o valor final da espessura observada menos o valor
imediatamente apos a administracao 1.pl. das drogas utilizadas para produzir o

edema.

7. Adrenalectomia

No animal anestesiado, apds a depilacdo, foi feita uma incisdo de
aproximadamente 3 cm na regido dorso-lombar, paravertebral, atingindo-se o
espaco reto-abdominal. Com utilizacdo de uma pinca curva, as adrenais foram
expostas e retiradas sem o tecido adiposo que as envolve. Uma vez suturados,
os animais foram mantidos em dieta alimentar normal, sem qualquer
medicacdo. Os animais foram utilizados 5-6 dias apds a cirurgia e, neste
periodo, receberam com a dieta, dgua e solugdo fisioldgica (NaCl 0,15M) ,

“ad libitum” (Zarrow et al., 1964).

7.1 Demedulacao das adrenais

A técnica cirurgica € semelhante a adrenalectomia. Ao alcancar as
adrenais, ao invés de retird-las com a pinga, fez-se uma leve incisdo na
glandula com uma lamina afiada e, por meio de compressao cuidadosa, expo-

se a medula que pode entdo ser removida.
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ApOs a cirurgia, os animais foram mantidos nas mesmas condi¢oes dos

animais adrenalectomizados (Zarrow et al., 1964).

7.2 Animais falso-operados

Os animais falso-operados foram manipulados cirurgicamente como os

animais adrenalectomizados (Adx) ou adrenodemedulados (Adm), exce¢ao

feita a remog¢do da glandula ou de sua medula adrenal. Foram mantidos por 5-

6 dias, até o momento do experimento sob as mesmas condi¢des que aqueles.

8. Experimentos

8.1-

8.2-

Para avaliarmos a reatividade vascular, bem como a reversao da
hiporreatividade instalada apds a Etx, empregamos substincias
supostamente envolvidas no choque séptico e em reacodes
inflamatorias: NONLA, AIES, AINES, DXS. Avaliamos as
variagOes da PAM, através de registros da PAM conforme gréfico
ilustrativo de um animal, antes (controle) e apds a administra¢ao
e.v. das referidas substancias.

Para avaliarmos os envolvimentos de substincias cujos
mecanismos de acdo sd@o mais conhecidos (Car), no processo
inflamatério agudo e subcronico (0 a 48 horas), por injecdo i.pl.

como agente edematogénico, empregamos o modelo do Edema de
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Pata em animais controles € Adx num periodo de 0 a 24 horas,
antes e apds a administracdo sist€émica (i.p.) das substincias
(conforme os procedimentos descritos em cada um dos resultados

apresentados).

9. Analise estatistica

A anélise estatistica dos resultados da PAM e do Edema de pata
foi realizada através de ANOVA. As comparagdes multiplas foram feitas
através do pos-teste de Bonferroni. Para P < 0,05 as diferengas foram
consideradas significativas.

O numero de animais por protocolo estdo apresentados em cada

figura.
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RESULTADOS

1 - Pressao Arterial Média

A angiotensina II apresentou efeitos hipertensores dose-dependentes,
que foram registrados durante 2 horas de experimento, cujo efeito tem
duragdo de aproximadamente 2 min. com retorno ao tonus vascular basal. As
doses de 0,5 e 1,0 pg/kg injetadas e.v. entre intervalos de 5 minutos e
repetidos a cada 15 min., mostraram uma homogeneidade e reprodutividade de
respostas. A figura 1 mostra um tracado representativo, onde estd
representado também os efeitos da AIl apds 1 hr de pré-tratamento do

animal com Etx 5,0 ug/kg e.v.
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Figura 1: Graifico modelo representativo das alteracdes na pressao arterial média

(PAM) induzidas

pela Angiotensina II (All), nas doses indicadas,

antes (basal) e apds o tratamento com Etx (5,0 mg/kg e.v.).
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Efeitos da AIl na PAM em aniamais controle

Na Figura 2 estdo representados as respostas da AIl em animais
controles antes (controle) e 1 hora apds Etx (apds Etx) e 1 hora ap6s NoNLA
(25 pg/kg e.v.). Observamos que apds Etx instala-se uma hipotensdo com
hiporreatividade vascular a AIl (0,5 e 1,0 pg/kg). Apds o tratamento dos
animais com NoNLA observamos a reversdao do tonus vascular basal e da
reatividade vascular a AIl nas duas doses empregadas, comparadas com o

controle.

PAM - ratos normais

200

180 T
160 |

% @ basal
* m All 0,5 ug/kg
O All 1,0 ug/kg

— —h —

0 O N B

o O O o
I I I |

PAM ( mm Hg)

(e2]
o
|

N
o
Il

N
o O
I

controle Apobs Etx Apo6s NwNLA

Tratamentos

Figura 2: Alteracdes na PAM induzidas pela All, nas doses indicadas, antes (basal)
e apds os tratamentos com Etx (5,0 mg/kge.v.) e 1 hora ap6s NwNLA
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(25 mg/kge.v.) em animais normais. Os resultados representam a
média+ EPM (n=7). *P<0,05 (respostas apds Etx, comparadas com o
controle

Efeitos da AIl na PAM em ratos pré-tratados com Sulfato de Dextran

Na Figura 3 observamos que o DXT embora produza uma hipotensao
no tonus vascular a reatividade vascular a AIl foi mantida (ap6s dextran) e
ap6s o tratamento dos animais com NwoNLA, a reatividade vascular ndo se
alterou significativamente (ap6s NowNLA), comparado com o controle.

Pressao Arterial Média - Efeito do Dextran

180

160 =

140

120

O basal
| All 0,5 ug/kg
80 | |OAI 1,0 ug/kg

100 T

PAM (mm de Hg)
*

60

40 7

controle Apos Dextran Apdés NwNLA
Tratamentos
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Figura 3: Alteracdes na PAM induzidas pela AIl, nas doses indicadas, antes
(basal) e apds os tratamentos com Dextran (3,0 mg/kg e.v.) el hora apds
NoNLA (25 mg/kge.v.), em animais controles. Os resultado representam
a média + EPM (n =7). ¥*P< 0,05 comparados com o basal (controle).
Efeitos da AIl em animais Adx

A Figura 4 mostra alteracdes na PAM tanto no tonus vascular quanto
nos efeitos hipertensores da AIl (controle) quando os animais foram
desprovidos das glandulas adrenais. Porém, apds a administragdo de Etx, este
animais apresentaram uma hipotensdo e hiporreatividade a AIl (apos Etx)
mais pronunciada que os animais controle (Figura 3), ndo apresentando a

reversao apos o NoNLA (ap6s NoNLA), comparados com o basal (controle).

Pressao Arterial Media - ratos Adx
200
180
160
140
£ 120
£ % O basal
E 100 - « [ 1 | mAI05ugkg
g a0 ® oo | |[OAIl 1,0 ugkg
o
%
60 —
40 —
20 —
0
controle apoés Etx apés NwNLA
tratamentos

Figura 4: Alteracdes na PAM induzidas pela All, nas doses indicadas, antes (basal) e
ap6s os tratamentos com Etx (5,0 mg/kg e.v.) e 1 hora apés NoNLA
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(25 mg/kg e.v.), em animais adrenalectomizados (Adx). Os resultados
representam a média + EPM (n=7). * P<0,05 comparados com o basal
(controle).

Efeitos da AIl em animais falso-operados (sham)

Os animais falso-operados, ndo apresentaram diferencas significativas
quando comparados aos animais controle em relacao a reatividade vascular a
AlI (Figura 5), tanto nos efeitos hipotensores da Etx (apds Etx); quanto ap6s a

administracdo e.v. de NoNLA (ap6s NoNLA).

Pressao arterial média - ratos Sham
200
180 = _
160 ]
_ 140 |
£
N —*7 |
c 120 @ basal
E 1001 * mAll 0,5 ug/kg
= 80 - * oAl 1,0 ug/kg
&
60 || -
40 -
20 -
0
controle Apbs Etx Apbs NwNLA
Tratamentos

Figura 5: Alteracdes na PAM induzidas pela AIl, nas doses indicadas, antes
(basal) e ap6s os tratamentos com Etx (5,0 mg/kg e.v.) el hora ap6s NwNLA
(25 mg/kge.v.), em animais sham. Os resultados representam a
médiat PM (n=6). *P<0,05 comparados com o basal (controle).
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Efeitos da AIl em animais pré-tratados com Dexametasona

A Dexametasona administrada 1 hr antes do tratamento dos animais
com Etx, produziu uma reducdo parcial da hipotensdo e hiporreatividade
vascular a AIl . Apos tratamento dos animais com NoNLA, o tonus vascular e

a reatividade a AIl (Figura 6) foram revertidas completamente, quando
comparadas com os animais controle (Figura 2).

Pressao arterial média - ratos preé- tratados com
Dexametasona
180
% 120 **
I s s E——
O
£ 100 H basal
E 80 | m All 0,5 ug/kg
OAll 1 k
£ 60 0 uglkg
o
40 —
20
0
controle Apods Etx Apds NwNLA
tratamentos

Figura 6: Alteracdes na PAM induzidas pela All, nas doses indicadas, antes (basal)
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e apods os tratamentos com Etx (5,0 mg/kg e.v.) e 1 hora ap6s NoNLA
(25 mg/kg e.v.) em animais pré-tratados com Dexametasona (Dexa). Os
resultados representam a média = EPM (n = 10 ). *P< 0,05; comparados
com o basal (controle).

Efeitos da AIl em animais Adx pré-tratados com Dexametasona

Animais Adx pré-tratados com Dexametasona 3 mg/kg i.p. apos a
administracdo da Etx, apresentaram uma reducdo do tonus basal com uma
redugdo da reatividade vascular a AIl. Uma reversdo parcial do tonus vascular
e reversdo completa da reatividade vascular a AIl apés o NoNLA (apds
NoNLA) podemos observar na Figura 7, quando comparados com as
respostas observadas na Figura 5.

PAM - ratos Adx pré-tratados com Dexa

180
160 -
140 - —

158 : o © O basal
* B All 0,5 ug/kg
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40 -
20 -
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controle  apds Etx apos
5,0 mg/kg NwNLA 25
mg/kg

Tratamentos

Figura 7: Alteracdes na PAM induzidas pela AIl, nas doses indicadas, antes
(basal) e ap6s os tratamentos com Etx (5,0 mg/kg e.v.) e 1 hora apds
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NoNLA (25 mg/kg e.v.) em animais Adx pré-tratados com Dexa. Os
resultados representam a média + EPM (n=7). *P<0,05. comparados
com o basal (controle).

Efeitos da AIl em animais pré-tratados com Diclofenaco

O diclofenaco nao alterou o tonus vascular e nem os efeitos pressoricos
da AII causados pela administracdo de Etx e NoNLA, como mostra a Figura
8. Podemos observar que os efeitos hipotensores da Etx e a hiporreatividade
vascular a AIl (ap6s Etx) foram completamente revertidas apds a
administracdo de NoNLA (ap6s NoNLA).

PAM - ratos pré-tratados com Diclofenaco

200

180 —

160

140 |

_
n
o

Obasal
— |EAII0,5ug/kg
OAIl 1,0 ug/kg

PAM (mm de Hg)
S
o

60

40

20

controle Ap6s Etx Ap6s NwNLA
Tratamentos

Figura 8: Alteracoes na PAM induzidas pela AIl, nas doses indicadas, antes
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(basal) e ap6s os tratamentos com Etx (5,0 mg/kg e.v.) e 1 hora ap6s NWNLA
(25 mg/kg e.v.) em animais pré-tratados com Diclo. Os resultados representam
a média+ EPM (n=5). *P< 0,05 comparados com o basal (controle).

Efeitos da AIl em animais pré-tratados com Nimesulide

O Nimesulide ndo afetou as respostas pressoricas da All ocorridas apds
a administracdo de Etx e NoONLA, conforme podemos observar na Figura 9. A
reducao do tonus basal e a hiporreatividade vascular a All (ap6s Etx) foram
completamente revertidas com o0 NoNLA (ap6s NoNLA).
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Figura 9: Alteragdes na PAM induzidas pela All, nas doses indicadas, antes (basal) e
apés os tratamentos com Etx (5,0 mg/kge.v.)e 1 hora apés NwNLA
(25 mg/kg e.v.) em animais pré-tratados com Nime. Os resultados
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representam a média + EPM (n=5). *P<0,05 comparados com o basal
(controle).

Efeitos da AIl em animais Adx pré-tratados com Nimesulide

Os animais Adx, que apresentam maior sensibilidade a Etx e ao
NoNLA ndo apresentaram diferencas na responsividade da All sobre a PAM
quando comparados com o controle. Observamos que a queda do tonus e a
reducdo da reatividade vascular a AIl (apds Etx) foram revertidas pelo
NoNLA (apés NoNLA), como observamos na Figura 10. Os resultados
observados nesta Figura apresentam diferencas se comparados aos resultados
da Figura 4 (animais Adx). Nao procedemos a comparacao estatistica destes
resultados (Figura 10 e Figura 4).
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Figura 10: Alteracoes na PAM induzidas pela All, nas doses indicadas, antes
(controle) e apds os tratamentos com Etx (5,0 mg/kg e.v.) e 1hora apds
NwNLA (25 mg/kg e.v.) em animais Adx pré-tratados com
Nimesulide. Os resultados representam a média + EPM (n=35).
*P< 0,05 comparados com o basal (controle).

Efeitos da AIl em ratos Adrenodemedulados

Animais desprovidos da medula das glandulas adrenais nao
apresentaram diferencas nas respostas da AIl sobre a PAM apds a Etx e
mesmo apos o0 NoNLA, como observamos na Figura 11, se a compararmos
com os resultados da Figura 2. Podemos observar que a hipotensao e a
hiporreatividade vascular a AIl nestes animais adrenodemedulados foram
semelhantes aquelas observadas nos animais controle (apds Etx) e a reversdo
completa tanto do tonus quanto da reatividade vascular a AIl (ap6s NoNLA).
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Figura 11 Alteracdes na PAM induzidas pela All, nas doses indicadas, antes (controle)
E apés os tratamentos com Etx (5,0 mg/kg e.v.) e 1 hora apé6s NwNLA
(25 mg/kg e.v.) em animais adrenodemedulados. Os resultados representam
a média = EPM (n=10). *P < 0,05 comparados com o basal (controle).

2- Edema de pata induzido por injecao intraplantar (i. pl.)

Estes resultados evidenciam uma relacdo entre as vias de resposta
inflamatéria do organismo num modelo experimental local e agudo, que
envolve uma interrelacdo entre a via L-Arginina-NO e a cascata da formacado
dos mediadores do processo inflamatorio. Estes resultados corroboram
algumas observagdes avaliadas no modelo de respostas de agentes AIES e
AINES relacionandos com a queda do tonus vascular e da queda da
reatividade vascular a All, um dos neurotransmissores vasoconstritores que
pode ser acionado em condi¢des de endotoxemia (choque endotdxico).

Na Figura 12 observamos os edemas de pata produzidos pela injecao de
Etx e Car 1.pl. na pata posterior direita do animal. Este edema foi caracterizado
pelo aumento da espessura da pata, medido em mm com espessimetro
Mitutoyo 2050 (Fracasso et al. 1996). Tanto a Etx como a Car foram hédbeis na
producdo do edema que aumentou 1, 2 e 4 horas apds a injecdo i.pl.,
desaparecendo apds 24 horas, como pode ser observado na Figura 12. A Etx
apresentou uma poténcia edematogénica discretamente maior que a Car, pois
os valores foram observados nas mesmas doses (100 pg/pata/animal). O
volume de injecdo de salina (como controle) foi igual ao volume das solu¢des
de ambas substancias injetadas (0,1ml).
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Figura 12: Edema de pata (mm) induzido pela endotoxina 100 pg/animal (Etx) carragenina
100 pg/ animal i. pl. (Car). Os controles foram injetados com salina
0,1 ml/animal/pata 1i.pl. (sal) em animais normais. Os resultados estdo
apresentados como a média + EPM (n = 10). *P< 0,05; comparados com os
valores controle (sal).
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Edema de pata induzido pela Etx e Car em ratos Adx

Na Figura 13 observamos que a poténcia edematogénica da Car e da
Etx foram maiores nos ratos Adx, apds a primeira hora da injecdo 1.pl. e ndo
foram diferentes apos 2, 4 e 24 horas se comprarmos com 0s animais controle
da Figura 12.
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Figura 13: Edema de pata (mm) induzido pela endotoxina 100 pg/ animal i. pl. (Etx) e
carragenina 100 pg/ animalipl. (Car). Os controles f oram injetados com
salina 0,1 ml/animal 1i.pl. (sal) em animais Adx. Os resultados estdao
apresentados como a média+ EPM (n=7). *P<0,05; comparados com o
controle (sal).

Edema de pata induzido pela Etx e Car em ratos falso-operados

Em animais falso-operados o edema produzido pela Etx e Car foram
semelhantes aqueles observados nos animais controle, como podemos
observar na Figura 14. A poténcia edematogénica da Car e Etx ndo foram
dferentes apds 1, 2, 4 e 24 horas da injecdo i.pl., quando comparada com os
resultados observados na Figura 12.
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Figura 14: Edema de pata (mm) induzido pela injecao i. pl. de endotoxina 100 pg/ animal
(Etx) e carragenina 100 pg/ animal (car). Nos controles foram injetados
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salina 0,1 ml/ animal (sal) em animais falso-operados. Os resultados estdo
apresentados como a média+ EPM (n=35). *P<0,05; comparados com o

controle (sal).

Edema de pata induzido pela Etx e Car em ratos pré-tratados com Dexa

A Dexa administrada 1. p. 1 hora antes da Etx e da Car 1.pl. ndo reduziu
as acoes edematogénicas dessas substancias como podemos observar na
Figura 15. Este resultado se comparado com o resultado mostrado na Figura
12 nao apresenta diferencas significativas.
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Figura 15: Edema de pata (mm) induzido pela endotoxina 100 pg/animal (Etx) carragenina
100 pg/ animal (Car) i.pl. (car). Os controles foram injetados com salina
0,1ml/animal i.pl. (sal). Os resultados estdo apresentados como a média
+ EPM (n =5) em animais pré-tratados com Dexametasona (3 mg/kg ).

*P< 0,05; comparados com os controle (sal).

Edema de pata induzido pela Etx e Car em ratos Adx pré-tratados com
Dexametasona

Animais Adx pré-tratados com Dexa apresentaram uma reducgdo
significativa no edema de pata produzido pela Etx e pela Car embora o edema
causado pela Etx ap6s 1, 2 e 4 horas; tenha sido de menor amplitude conforme
mostra a Figura 16. Estes valores se comparados com os valores observados
em animais controle, apresentam reducdo, comparados com a Figura 12.
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Figura 16: Edema de pata (mm) induzido pela endotoxinalOO pg/ animal (Etx) e
Carragenina 100 pg/ animal (Car) 1i.pl. (car). Os controles foram injetados
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com salina 0,1 ml/animal i. pl. (sal). Os resultados estdo apresentados como
a média + EPM (n=5) em animais Adx pré-tratados com Dexa
(3 mg/kg i.p.). *P<0,05; comparados com os controles (sal).

Edema de pata induzido pela Etx e Car em ratos pré-tratados com
Diclofenaco

O diclofenaco alterou as respostas edematogénicasda Car e Etx, quando
os animais foram pré-tratados com o Diclofenaco. A poténcia edematogénica
da Etx foi significativamente reduzida apds 1 e 4 horas da injecdo i.pl. quando
comparamos este efeito (Figura 17) com o efeito observado na Figura 12, ndo
havendo diferencas apds 2 horas da injecdo i.pl. Em relacdo a poténcia
edematogénica da Car, nestes animais, houve uma potencializacdo nos trés
intervalos de tempo analisados (1, 2 e 4 horas apds a injecdo i.pl.) quando

comparamos os resultados observados nesta Figura 17 com aqueles da Figura
12.
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Figura 17: Edema de pata (mm) induzido pela endotoxina 100 pg/ animal i. pl. (Etx) e
carragenina 100 pg/ animal i. pl. (car) em animais pré-tratados com Diclo
60 mg/kg i.p. Os controles foram injetados salina 0,1 ml/animal 1i. pl.

(sal). Os resultados estdo apresentados como a média £+ EPM (n =5).
*P< 0,05 comparados com o controle (sal)

Edema de pata induzido pela Etx e Car em ratos pré-tratados com
Nimesulide

Os animais pré-tratados com Nimesulide na dose citada ndo modificou
o edema de pata produzido pela Car ou Etx como podemos observar na Figura
18. O Nimesulide alterou as respostas edematogénicas. A poténcia
edematogénica da Etx foi significativamente reduzida apds 1 e 4 horas da
injecdo 1.pl. quando comparamos este efeito com o observado na Figura 12,
ndao havendo diferengas apds 2 horas da injecdo i.pl. Em relagdo a poténcia
edematogénica da Car, neste animais, houve uma potencializacdo nos trés
intervalos de tempo analisados (1, 2 e 4 horas ap0s a inje¢do 1.pl.), quando

comparamos os resultados observados nesta Figura 18 com aqueles da Figura
12.
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Figura 18: Edema de pata (mm) induzido pela endotoxina 100 pg/ animal i.pl. (Etx) e
Carragenina 100 pg/animal i.pl. (car). Os controles foram injetados
salina 0,1 ml/animal 1i.pl. (sal) em animais pré-tratados com Nimesulide
20 mg/kg i. p. Os resultados estdo apresentados como a média + EPM (n =5).
*P< 0,05; comparados com o controle (sal).

Edema de pata induzido pela FEtx e Car em ratos pré-tratados com
NoNLA

O NoNLA administrado 1 hora antes da injecdo i.pl. de Etx e Car,
reduziu significativamente o edema causado pela Car e em maior magnitude
pela Etx como podemos observar na Figura 19. Estes resultados quando
comparados com os resultados da Figura 12, demonstram uma reducdo
acentuada da poténcia edematogénica da Etx (inibi¢ao).
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Figura 19: Edema de pata (mm) induzido pela endotoxina 100 pg/animal i. pl.(Etx) e
carragenina 100 pg/ animal 1. pl. (car). Os controles foram injetados
salina 0,1 ml/ animal/pata i.pl. (sal) em animais pré-tratados com
NoNLA 25 mg/kg. Os resultados estdo apresentados como a média +
EPM (n=4). *P<0,05; comparados com o controle (sal).

Edema de pata induzido pela FEtx e Car em ratos pré-tratados com
PAF

O PAF administrado 2 hr antes da indu¢do do edema de pata aumentou
significativamente o edema causado pela Car e Etx como observamos na
Figura 20. Quando comparamos estes resultados com os resultados observados
na Figura 12, a resposta edematogénica da Car é potencializada apds 1 e 2
horas, enquanto a resposta da Etx € potencializada ap6s 1, 2 e 4 horas da
injecdo 1.pl..
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Figura 20:

Edema de pata (mm) induzido pela endotoxina 100 pg/ animal i. pl. (Etx) e
carragenina 100 pg/ animal 1. pl. (car). Os controles foram  injetados
salina 0,1 ml/ animal/pata i.pl. (sal) em animais pré-tratados com
PAF 3mg/kg. Os resultados estdo apresentados como a média + EPM
(n=4). *P<0,05; comparados com o controle (sal).

Edema de pata induzido pela Etx e Car em ratos pré-tratados com Etx

A Etx administrada 2 hr antes da indu¢do reduziu significativamente o
edema de pata causado pela Car e em maior proporcdo pela Etx como
observamos na Figura 21. Quando comparamos estes resultados com os
resultados observados na Figura 12 (animais controles), podemos observar que
a magnitude dos efeitos edematogénicos tanto da Car quanto da Etx estdo

reduzidos.
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Figura 21: Edema de pata (mm) induzido pela endotoxina 100 pg/animal i. pl. (Etx)
e carragenina 100 pg/animal 1. pl. (car). Os controles foram injetados
salina 0,1 ml/ animal/pata i.pl. (sal) em animais pré-tratados com

Etx 10 mg/kg. Os resultados estdo apresentados com a média + EPM (n =4).
*P< 0,05; comparados com o controle (sal).
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DISCUSSAO

Uma constante e incansavel busca para o tratamento da Sepsis esta
associada com a alta taxa de mortalidade a ela associada ( Lopez-Aguirrea and
Paramo, 1999; Bernard et al, 2001). No tratamento cldssico os sinais
drasticos da hipotensdo sist€émica, requeria a administracdo exdgena de
catecolaminas e substincias relacionadas para elevar a pressdo arterial
sisttmica, melhorando indiretamente a perfusdo tecidual debilitada. A
reversdo da hipoperfusdo instalada na Sepsis porém, estd limitada pela
hiporreatividade associada as catecolaminas administradas exogenamente,
como por exemplo a noradrenalina (Ambrosio & Fracasso, 2000). Foi
demonstrado mais recentemente, que a hiporreatividade sistémica e regional a
varios agonistas adrenérgicos vasoconstritores apOs a administragao de baixas
doses de Etx é observada também em humanos (Pleiner et al, 2003). Esta
hiporreatividade foi observada e talvez associada a um aumento na biosintese
e bioatividade do 6xido nitrico (NO). Os mecanismos exatos que explicam
esta hiporreatividade vascular ainda n3o sdo totalmente claros, mas ha
evidéncias de que o estresse oxidativo secundario ao aumento da producao de
especies reativas de oxigénio (superdxidos) tem sido implicada em
experimentos com animais (Macarthur et al, 2000) e mesmo em humanos
( Pleiner et al, 2003). O aumento dessas espécies reativas de oxigénio esta
presente também no processo inflamatorio e essas espécies altamente reativas
podem inativar mediadores bioldgicos, inclusive as proprias catecolaminas
relacionadas com a desejavel reversdo da profunda hipotensao induzida nestas
condi¢des (Babior, 1992). Entretanto ndo é conhecido se a extensdo da
hiporreativividade vascular sist€mica a outros vasoconstritores durante a

inflamagdo sistémica aguda experimental produzida por exemplo pela
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administracdo parenteral de Etx ocorre também em humanos ou mesmo em
animais. Desse modo, como é conhecido o efeito causado pela Etx,
desencadeando um quadro clinico semelhante aquele causado por uma
infec¢ao sistémica, principalmente por bactérias Gram-negativas, € possivel
associarmos o envolvimento da via endégena formadora de NO, ou seja, a
via L-arginina-NO com os sinais classicos da inflamacdo, como a propria
hipotensao e hiporreatividade aos vasoconstritores € mesmo até um aumento
de sensibilidade a varios mediadores endégenos vasodilatadores, como por
exemplo a Bk, que € parte do importante sistema cininas-calicreina
(Calixto et al, 2000), também envolvido no processo inflamatdrio.

A homeostase cardiovascular deve ser mantida e alguns componentes
do importante sistema da coagulagdo sao: fator de Hagman (FH), precalicreina
plasmatica, fator XI e cininogénio de alto peso molecular. Este sistema ¢é
ativado pela exposicdao do FH a superficies carregadas negativamente como a
superficie do vidro, sulfato de dextran (DXS) ou lipopolissacarideos de parede
bacteriana como a Etx (Siebeck et al., 1994). Durante o processo de ativagdo
do FH a precalicreina € clivada proteoliticamente a calicreina plasmaética. Esta,
ativa o FH por mecanismo de feedback positivo e também cliva o cininogénio
de alto peso molecular, gerando a Bk que € um potentissimo vasodilatador
(Watchefagel et al., 1993). A Etx provoca intensa liberacdo de vérios outros
fatores relaxantes do endotélio vascular, inclusive o préprio aumento da
producdo e liberagdo do NO. (Nava et al 1991; Pohlman & Harlan, 1992).

O NO ¢ produzido endégenamente através da conversdo do aminoécido
ndo essencial L-Arginina para Citrulina pela acio catalitica da familia das
sintases de Oxido nitrico (NOS). Ha pelo menos duas isoformas destas

enzimas bem caracterizadas: a NOS constitutiva (NOSc) presente em varios
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tecidos, como o endotélio vascular, camada muscular lisa dos vasos de
resisténcia e outros; a NOS induzivel (NOSi) que apresenta-se inativa em
condi¢des fisiologicas, mas que pode ser ativada por condigcdes
patofisioldgicas especiais, como o proprio quadro da Sepsis quando instalado.
Um nivel basal de producdo de NO € sugerido ser parte do mecanismo de
defesa do hospedeiro frente a um agente invasor. Tem sido sugerido que a
superproducdo de NO nestas condi¢des, pode estar envolvida na
hiporreatividade na Sepsis, sendo que a inibicdo dessa superproducdao de NO
poderia representar uma nova op¢ao terapéutica (Millar et al, 1997;
Thitheradge, 1999).

Em nosso estudo, em que avaliamos a reatividade vascular a All ao
induzirmos uma condi¢do de inflamagdo experimental pela administragdo de
Etx, observamos os sinais caracteristicos da hipotensdo que se instala entre 10
e 60 min. apds a sua administracdo parenteral e de forma dose-dependente
(respostas ndo mostradas) com queda do tonus vascular e da reatividade
vascular a AIl que pode ser observada nas Figuras 1 e 2. Neste efeito
hiporreativo da All estd claro o envolvimento da via L-Arginina-NO, pois
como se observa apOs a administragdo do inibidor (NwNLA) de ambas as
isoformas de NOS, 60 min. apds, hi uma reversio completa da
hiporreatividade vascular a AIl (Figura 2). Porém se considerarmos que um
aumento na producdo de NO ¢é parte de uma resposta normal do hospedeiro, €
preciso uma avaliacdo das consequéncias que a inibicdo deste sistema pelo
inibidor da NOS acarreta, embora este fato nao tenha sido explorado. A Etx
introduzida no interior do organismo estimula também a formagdo e ou
liberacdo de outros mediadores, como as citocinas (interleucina-1, fator de

necrose tumoral, fator de agregacdo plaquetaria e outros (Nava et al, 1991;
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Yoshikawa et al, 1998). Um efeito que pode ser atribuido a Etx € a sua
capacidade de inducdo da isoforma NOSi presente no endotélio vascular,
causando a sintese prolongada de NO, acima dos niveis basais, levando a
tipica vasodilatacdo (hipotensdo) e queda da resisténcia vascular a acao dos
vasoconstritores. Esse comentdrio é pertinente quando avaliamos que o DXS,
que também causa hipotensdo, ndo produziu hiporreatividade a AlIl (Figura 3).
O DXS € um polissacarideo que apresenta uma superficie carregada
negativamente, portanto induz a ativacdo do FH e consequente ativagdo da
cascata da coagulacdo. A influéncia destes efeitos do DXS ndo foram
exaustivamente abordados no presente estudo. A infusdo endovenosa de DXS
induziu hipotensao arterial (Lecomte and Damas, 1968) por nds confirmada.
Em nosso modelo de choque séptico induzido pel Etx, observamos a
hipotensdo acompanhada de hiporreatividade a All, enquanto que a hipotensao
induzida pelo DXS ndo foi acompanhada de hiporreatiivdade a All. (Figura
3). Nao aprofundamos estudos para elucidar este fato, porém € possivel
avaliarmos que apesar de ambos polissacarideos (Etx e DXS) apresentarem
algumas propriedades comuns eles apresentam deferencas mecanisticas que
merecem ser melhor investigadas. E possivel haver o envolvimento de outros
fatores vasculares e sist€micos que justifiquem estas diferencas. Num outro
modelo experimental em porcos, foi demonstrado que a hipotensao induzida
pelo DXS em animais normais ocorre pela liberacao de Bk e estimulagdo de
receptores B, , que foi prevenida pelo antagonista seletivo de B, , HOE-140
(Hock et al., 1991) em dose de 30 pg/kg (Siebeck et al., 1994). Neste estudo
os autores demonstraram que a hipotensao arterial pode ser também mediada

pela estimulacdo de receptor B, que pode ser expressado e induzido pela Etx
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(Schimid et al., 1998), ja que ndo estdo presentes normalmente nos tecidos em
condigdes fisiologicas.

As cininas como a Bk e seu derivado Lys-BK e outros metabdlitos
biologicamente ativos sdo importantes mediadores de varias respostas
fisiologicas e patoldgicas do sistema cardiovascular. As acdes fisioldgicas
deste sistema cininas-calicreina sao produzidas pela Bk e Lys-Bk formadas
pela clivagem proteolitica do cininogénio plasmatico de alto peso molecular
ou tecidual que sdo metabolisados e desativados pela cininase I ou cininase II,
essa também denominada de enzima conversora de Al em AIl. As cininas
produzem seus efeitos via ativacio de receptores B; e B, . O receptor B, €
constitutivamente expressado € medeia a maioria das agOes vasculares
agudas da Bk enddgena (Schimid et al., 1998). Em contraste, o receptor B, ,
geralmente estd ausente em vdarios tecidos, mas apds um estimulo
inflamatorio, a expressao deste receptor € induzida em vérios tipos celulares,
incluindo células musculares lisas vasculares, células endoteliais e fibroblastos
(MacLean et al., 2000).

O emprego de inibidores da via L-Arginina-NO foi eficaz, como
anteriormente citado. Os inibidores da NOS sdo derivados da prépria L-
Arginina sendo que o L-NAME tem sido sugerido eficaz em inibir
indistintamente as duas isoformas desta enzima. Como demonstramos, o
NoNLA que € um inibidor mais seletivo para a isoforma NOSIi, reverteu
completamente a hiporresponsividade a All, sugerindo que esta isoforma esta
implicada nesta acdo. Porém, hd uma questdo em aberto: os inibidores da
NOS revertem a hipotensdo e a hiporreatividade vascular, porém eles ndo
protegem o animal destes efeitos, quando sao administrados antes da indugao

do quadro da Sepsis pela Etx (resultados ndo mostrados).
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Para avaliarmos o envolvimento de hormonios glicocorticoides (HGC)
na hipotensdo e na hiporeratividade vascular no nosso modelo de Sepsis
induzido pela Etx, empregamos dois procedimentos. No primeiro avaliamos
os efeitos causados pela adrenalectomia bilateral na responsividade a All,
onde removemos a fonte enddgena importante, geradora de HGC fisioldgica
da regido cortical das glandulas adrenais. Na Figura 4 observamos que os
ratos Adx normalmente sdo hiporreativos a All, quando comparados com
animais controles (Figura 2). Observamos que as variacdes da PAM foram
diferentes entre os grupos controle e Adx, antes da Etx; permitindo portanto a
associacdo de uma provavel relacdo entre a hipotensdo e a adrenalectomia.
Ap6s a Etx, o tonus vascular basal atingiu niveis menores; a reatividade
vascular a AIl estava reduzida e adicionalmente, apds o tratamento dos
animais com NoNLA nao houve reversido do tonus e nem da hiporreatividade
a AIl comparadas com o controle. E possivel que a reversio pelo NoNLA
depende da integridade das adrenais. Para afastarmos a possibilidade de que o
ato cirurgico de adrenalectomia pudesse interferir nas resposta avaliadas, na
Figura 5 observamos que animais falso-operados (Sham) apresentararm o
mesmo comportamento que os animais controle mostrados na Figura 2.
Considerando que a por¢ao cortical das adrenais responsavel pela biosintese
de HGC, procuramos avaliar os efeitos da Dexa nos animais Adx.
Observamos na Figura 7 que houve reversdao do tonus e da reatividade
vascular a All, implicando desse modo uma relacdo entre a via L-arginina-NO
com a via dos HGC. Estes efeitos foram semelhantes aos efeitos da Dexa em
animais controle como pode ser comparado com as respostas da Figura 6.

Porém, animais Adx pré-tratados com Dexa antes da administragdo da Etx,
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nao foram protegidos da hipotensao e da hiporreatividade vascular a All e ndo
apresentaram reversao pelo NoNLA (resultados ndo-mostrados).

Os animais falso-operados ndo apresentaram nenhuma modifica¢do nas
respostas vasculares a All, nas condi¢coes controle, apds Etx e mesmo na
reversdo apoés NoNLA (Figura 4). Ete procedimento foi feito para que se
afastasse possivel hipdtese acerca de que apds a cirurgia de remocao bilateral
das glandulas adrenais, apenas o ato cirtrgico viesse a causar alguma alteracao
no tonus basal e na reatividade vascular, por uma reacdo inflamatoria
inespecifica.

Afim de explorarmos mais o envolvimento dos glicocorticéides, um
grupo de animais foi pré-tratado com Dexa 2 horas antes do experimento. Os
animais controle e pré-tratados com Dexa ndo apresentaram diferencas
significativas na hipotensdo induzida pela Etx e nem na reversdo da
hiporreatividade causada pelo NoNLA (Figura 5). O mesmo ocorreu com 0s
animais Adx pré-tratados com Dexa. E possivel que nos animais Adx a Dexa
tenha sido responsavel pela reversao da reatividade vascular a All (Figura 6)
ausente em animais apenas Adx (Figura 3).

Em outros estudos (Ambrésio & Fracasso, 2000) mostraram que a
Dexa preveniu a hiporreatividade a Noradrenalina, mas ndo a hipotensdo que
se manteve apos o tratamento com este antiinflamatério corticéide, mas ndo
foi habil em reverter o processo apds instalado. No nosso estudo a Dexa foi
parcialmente eficaz, porém ela impediu que o NWNLA produzisse a reversao
da hipotensdo e da hiporreatividade a All, como o que ocorreu nos animais
controle. J4 havia sido sugerido o uso de glicocorticdides na Sepsis, mas ha
observacoes conflitantes a este respeito. Sugere-se que os efeitos benéficos

dos glicocorticéides na Sepsis sejam dependentes do momento adequado que
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sejam administrados, pois como observamos, eles previnem os sinais €
sintomas, mas ndo os revertem apos instalados (Paya, 1993). O mais provavel
€ que outros fatores ainda desconhecidos estejam envolvidos. Nem mesmo o
NoNLA foi eficaz em prevenir ou mesmo reverter a hipotensdo e a
hiporreatividade a AIl nos animais Adx (Figura 3), mesmo porque nesses
animais os efeitos da Etx s3o mais pronunciados (aumento de sensibilidade a
Etx), quando comparados com 0s animais controle ou mesmo com os animais
falso-operados (Figura 5). Os HGC enddégenos, bem como exogenamente
administrados agem para modular os mecanismos de defesa naturais do
hospedeiro, que normalmente s3ao desencadeados apds um estimulo
inflamatorio, prevenindo consequéncias mais dristicas na homeostasia (Paya
et al., 1993).

A injecdo e.v. de dose subletal de Etx (5 pg/kg) estimula a sintese de
Cox, resultando num aumento de 4 vezes na produgcdo de prostaglandinas
(PG). A restauracdo dos HGC com Dexa, inibe completamente a elevagdo da
Cox e protege estes animais da morte induzida pela Etx em doses letais
(Michie et al., 1988). A Dexa nao afeta a atividade da Cox constitutiva. Esses
dados indicam a existéncia de Cox constitutiva que estd normalmente presente
em mastocitos e outros tecidos € que ndo € afetada pelos esterdides e uma
1soforma Cox induzivel que é expressada somente na inflamacao e € modulada
pelos HGC. A deplecdao dos HGC ou a presenca de um estimulo inflamatdrio
com a Etx causa uma ripida inducdo desta isoforma resultando numa resposta
inflamatdria exacerbada que pode ser letal (Masferrer et., 1992).

Os AINES como o Diclofenaco (Diclo) e o Nimesulide (Nime), nao
modificaram o tonus e nem as respostas vasculares a All e ndo interferiram

nos efeitos de reversdo do tdnus basal e da reatividade produzidos pelo
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NwoNLA (Figuras 8 e 9 respectivamente) que permaneceram semelhantes aos
animais controle (Figura 2). Observacdes semelhantes haviam sido feitas para
outro AINE, a Dipirona, em relacdo aos efeitos vasculares da Noradrenalina
(Ambrésio e Fracasso, 2000). O processo inflamatorio sistémico desenvolvido
pela Etx na Sepsis envolve a ativacdo da via fosfolipase-acido araquidonico
levando a ativacdo das Cox; e Cox,, com a consequente formacdo de seus
derivados: prostaglandinas (PG), leucotrienos e tromboxanos ( Goodman &
Gilman's, 2002), que portanto estariam sujeitos as agoes dos AINES, fato este
que ndao pudemos confirmar neste modelo. Estd proposto que o Diclo
apresenta afinidade maior pela Cox-1 embora tenha uma discreta afinidade
para a Cox,; j4 o Nime, apresenta uma afinidade inversa, maior para Cox, e
menor para Cox; (Goodman & Gilman's, 2002). Como esses AINES ndo
reduziram e nem reverteram a hipotensao e a hiporreatividade vascular a All
neste nosso modelo de Sepsis, tanto em animais controle, quanto em animais
Adx (Figuras 8 e 10), o mais provavel é que outros fatores importantes
estejam envolvidos nesta prevencao ou reversao.

Nos animais adrenodemedulados  procuramos  avaliar
especialmente o envolvimento da liberagdo de catecolaminas enddgenas na
hipotensao e hiporreatividade a AIl no estudo. Porém observamos na Figura
11 que nao foi significativo o efeito da remoc¢ao da medula das glandulas
adrenais, quando comparamos com as respostas dos animais controle (Figura
2) e conseqlientemente, a reversao da hiporreatividade vascular a All nédo esta
relacionada a sintese e/ou liberagdo destas substancias endogenas
vasoconstritoras. Portanto, se houver alguma participagdo ela € muito discreta

e ndo foi amplamente explorada neste estudo.
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A Sepsis pode ser considerada como uma reac¢ao inflamatoria sist€mica,
com multiplo envolvimento de mediadores (Klosterhalfen and Bhadhwaj,
1998). Com isso tornou-se complexo um estudo mais amplo destes
envolvimentos, levando-se a buscar modelos mais compartimentalizados com
maior possibilidade de controle, mas capazes de fornecerem informagdes
possiveis de serem amplificados.

Desse modo, nos experimentos que envolveram o estudo do edema de
pata, procuramos avaliar a extensdo das reacOes inflamatdrias regionais
causadas pela injec¢do i. pl. de Carragenina (Car) amplamente conhecida como
edematogénica (Lalenti et al, 1992; Lazarini et al, 1996; Fracasso et al,
1996; Thitheradge, 1999) e muito util em vérios estudos de hiperalgesia e
inflamacdo por sua habilidade em causar injuria tecidual local e a Etx que
injetada localmente apresenta propriedades semelhantes a Car. A injecdo i.pl.
de Etx ou Car, desencadeia uma resposta local cuja andlise pode ser extensiva,
guardadas as devidas proporcdes, de forma sistémica. Foi sugerido que a
injecao i.pl. de Etx, semelhantemente a Car produza o desenvolvimento de um
edema mensuravel pelo volume (plestimografo) ou mesmo pela variagdo da
espessura da pata com espessimetro Mitutoyo 2050 (Fracasso et al, 1996). O
edema pode se desenvolver sob duas fases temporais distintas: uma fase
rdpida (até 75 min. apds a injecdo) e outra fase mais lenta ( de 75 min. a 7
horas ap0s a injecdo) [Fracasso et al, 1996)]. Foi sugerido que na fase aguda a
formacdo de PG parece estar envolvida em maior propor¢do no edema
(Fracasso et al, 1996), pois a Dipirona e a Indometacina (AINES com maior
afinidade para Cox-1) antagonizaram parcialmente estes efeitos, enquanto a
fase tardia foi resistente a estas drogas. E provdvel que a ativacdo da cascata

das cininas pela Etx e Car induzam a liberagdo de outros mediadores que

72



podem estar envolvidos na fase tardia . Em nossos experimentos de edema de
pata, avaliamos a capacidade edematogénica da Etx e da Car 1, 2, 4 e 24 horas
apos a injecdo 1.pl. Em todos os protocolos houve a formac¢ao de edema apos
a primeira, segunda e quarta hora, com reversao ao volume basal da pata
injetada apos as 24 hs. Para avaliarmos a extensdo do edema utilizamos vérios
procedimentos. Nos animais controle, a poténcia edematogénica da Etx foi
cerca de 15-20% maior que a Car nos tres intervalos de tempo mensurados ( 1,
2 e 4 horas retornando aos valores basais apos 24 horas (Figura 12). Os
edemas foram significativamente maiores que a injecao 1. pl. de NaCl (0,15
M). O edema causado pela Car em outro protocolo estudado, foi
caracterizado por uma fase rapida (1 — 2 horas) seguida por uma fase tardia (3
— 4 horas) [DiRosa, 1991]. N6s estudamos a evolu¢do temporal do edema de
pata induzido pela Etx e pela Car, onde mostramos algumas semelhancas de
efeitos edematogénicos, que aumentam até a quarta hora e desaparecem apos
24 hrs. E possivel que este edema seja desencadeado pela agdo inflamatéria
local da Car e da Etx com a liberacdo de mediadores inflamatorios capazes de
aumentarem a permeabilidade vascular com consequente extravazamento de
constituintes plasmaticos (Goodman & Gilman's, 2002).

Como o edema € um dos sinais do processo inflamatério, no edema de
pata procuramos avaliar a influéncia de drogas antiinflamatérias. Embora a
dipirona tenha inibido de forma dose-dependente o edema induzido pela Etx
(Fracasso et al, 1996), nossos resultados ndao foram idénticos, quando usamos
outros AINES como mostram as Figuras 15, 16, 17 e 18. Nos animais
controle pré-tratados, o Diclo ou Nime ndo interferiram na evolugao temporal
do edema causado tanto pela Car quanto pela Etx (Figuras 17 e 18). E possivel

que a dose de Etx que empregamos (100 ug) por pata, maior que a empregada
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por Fracasso et al, 1996 (2,5 ng) possa ter influenciado. Nenhuma alteracdo
significativa foi observada nos animais controle pré-tratados com Dexa
(Figura 15), um potente AIES.

Nao foi possivel avaliarmos substancialmente a influéncia das glandulas
adrenais no edema, mas nos animais Adx (Figura 13), observamos discreta
reducdo nas diferengas de poténcia edematogénica em favor da Etx, quando
comparada a Car e com os animais controle (Figura 12). Nestes protocolos
onde exploramos o envolvimento dos HGC, nos animais Adx pré-tratados
com Dexa, observamos diferencas significativas (Figuras 15 e 16).

Para afastarmos a hipotese de que o ato cirurgico da adrenalectomia
pudesse produzir reacdes per si neste modelo, animais falso-operados foram
utilizados e tiveram respostas semelhantes aos animais controles (Figura 14),
sugerindo que apds os 5-6 dias da cirurgia, ou falsa cirurgia, os animais
apresentam condicao fisioldgica basal.

Adicionalmente, estudamos o envolvimento do NO end6geno na
producdo do edema, empregando o inibidor da enzima NOS, NoNLA e
também procedimentos cirurgicos como a adrenalectomia. O L-NAME,
inibidor de ambas isoformas de NOS inibiu o edema de pata induzido pela Car
(Lalenti, 1992), mas o NwNLA ndo foi capaz de bloquear este edema, porém
inibiu parcialmente o edema induzido pela Etx em nosso estudo (Figura 17).
Em nossos experimentos o NONLA foi administrado por via i. p., enquanto
nos experimentos de Lalenti (1992) e Fracasso et al (1996) a injecdo foi 1.pl.
Como os resultados ndo foram semelhantes, isto sugere que outros mediadores
endogenos devem estar envolvidos no mecanismo destes edemas e que ha

diferencas entre eles para a Etx e a Car.
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A Etx induz diretamente a Cox, (Mitchell et al, 1994) e a indometacina
tem atividades inibidora menos seletiva para Cox, € mais seletiva para cox;
(Vane, 1994). Entretanto, as evidéncias sugerem que as poténcias dos AINES
como inibidores de Cox; e Cox,, variam de espécie para espécie animal
(Mitchell et al, 1994). A indometacina representa uma notavel excecao, pois €
o AINE mais potente empregado nos testes inflamatorios nos ensaios de
inibi¢do enzimética em ratos (Insel, 1996). Fujii et al (1996) investigaram a
participacao do NO e das PG mediando o aumento da permeabilidade vascular
induzido pela Etx. Devido a Cox, estar induzida na migracao celular no
estimulo inflamatério e por citocinas, € atrativo sugerir que as agoes
inflamatérias da Etx podem ser devidas a ativacdo da Cox,. E possivel que a
sintese de PG seja importante na fase rdpida das primeiras 4 horas onde o
edema aumenta e a sintese de NO estd aumentada, conforme proposto por
Fracasso et al., 1996.

Para avaliarmos a participacdo dos HGC na génese e/ou reversdo do
edema de pata utilizamos ratos Adx e o pré-tratamento com a Dexa, um AIES.
Nos animais Adx tanto a Etx quanto a Car apresentaram um aumento no
edema apos 1 hora (Figura 13), quando comparamos estas respostas com as
respostas da Figura 12 (animais controle). A Dexa inibiu parcialmente o
edema induzido pela Etx e em menor extensdo aquele induzido pela Car nos
animais Adx pré-tratados (figura 16, quando comparados com animais
controle (Figura 12). Para descartarmos a possibilidade de que o ato cirurgico
da adrenalectomia per se pudesse estar afetando o edema, procedemos o uso
de animais falso-operados (Sham) [Figura 14]; que ndo mostraram diferencas
quando comparados com os ratos controle (Figura 12). Deste modo,

observamos que as glandulas adrenais, principalmente o cortex (relacionado
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aos HGC) sdo importantes e estdo relacionados com a evolugdo do edema,
pois animais Adx tratados com dexa apresentaram significativa diminui¢do na
evolugdo do edema.

Curiosamente, animais controle pré-tratados com Etx 1.p. 2 horas antes
da injecdo i.pl. de Car e Etx, apresentaram uma reducdo significativa do
edema, em todos os tr€s intervalos de tempo analisados (1, 2 e 4 horas),
sugerindo assim que a Etx promova a liberacao localizada de mediadores da
injuria tecidual local causada por esses agentes edematogénicos (Figura 21).

Por outro lado, animais controles pré-tratados com fator de agregacao
plaquetaria (PAF), apresentaram uma potencializacdo nos efeitos
edematogénicos significativamente maiores para a Etx comparados com a Car
(Figura 20). O PAF contribuiu para o aumento do edema, provavelmente pelo
aumento ou exacerbacdo da liberacdo de mediadores edematogénicos
(Yoshikawa, et al., 1994).

O emprego de antagonistas de receptores de cininas foi proposto como
um novo procedimento para o tratamento da dor inflamatoria (Belichard et al,
2000). Esses investigadores avaliaram o envolvimento de cininas e
mediadores algicos no modelo de dor inflamatéria induzida pelo edema de
pata induzido pelo zimosan, onde [Leu®] des-Arg’—Bradicinina, antagonista
de receptor B; da Bk, foi capaz de inibir a hiperalgesia produzida pelo
zimosan em ratos (Belichard et al, 2000). Desse modo confirmou-se
fortemente o envolvimento das cininas liberadas no processo inflamatorio,
portanto a busca de drogas antagonistas dos receptores envolvidos nessa via
adicionalmente, tornou-se um alvo tentador (Calixto et al, 2000). Esses

aspectos niao foram por ndés abordados. Em nossos experimentos, nao
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avaliamos de forma sistematica o envolvimento desta via, no entanto em
proximas etapas desta linha de pesquisa tornam-se muito desejiveis.

As acoes biologicas do PAF sdo complexas (Yoshikawa, 1988). Foi
proposto que a Etx, além de estimular a formagao de citocinas e reproduzir
muitos dos fendmenos cardiovasculares na Sepsis tanto em animais como no
homem, ela pode causar relaxamento vascular e hipotensao, sugerindo que o
bloqueio de seus receptores pode atenuar esses efeitos, embora esta avaliacdao
tenha sido feita em outro modelo experimental (Yoshikawa, 1988). No nosso
modelo de edema de pata o pré-tratamento dos animais com PAF acentuou
discretamente o efeito edematogénico da Car enquanto acentuou
drasticamente o edema induzido pela Etx (Figura 20) quando comparados
com animais controle (Figura 12). Nao encontramos uma justiifcativa
plausivel para este fato. Por outro lado, o pré-tratamento dos animais com Etx
1.p. com dose semelhante a do PAF, causou uma reducdo significativa da
poténcia da Car e mais acentuada reducdo desta poténcia edematogénica da
Etx i.pl. (Figura 21). E provével que o pré-tratamento 1 hora antes com a Etx
1.p. leve a uma mobilizacdo de mediadores locais mais eficazes e preventivos
da reagdo inflamatoria edematogénica local.

Portanto, concluimos que a hipotensao e a hiporreatividade vascular a
AIl causadas pela Etx no nosso modelo de Sepsis apresenta algumas
semelhancas de efeitos, frente a outros mediadores vasoconstritores, como a
Nor, envolvem a via L-Arginina-NO, s3o parcialmente afetadas pelos HGC
nao sendo afetadas pelo Diclofenaco e nimesulide que no processo
inflamatorio avaliado no modelo de edema de pata causado pela Etx e pela
Car 1.pl. apresentam mecanismos edematogénicos diferentes, onde a Etx esta

relacionada em maiores propor¢cdes com a maior producdo de NO; sendo

77



pouco afetados pelos AINES e HGC, enquanto sao amplamente influenciados

pelo PAF administrado exdgenamente.
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