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Sumario: A sepse é uma sindrome grave com elevada mortalidade para o ser humano. Na
fase avancada do choque séptico, os niveis de HMGB1 séo significativamente mais baixos
que na sepse grave, bem como os de vasopressina. Objetivo: avaliar a expressdo génica e
proteica da proteina HMGB1 (High mobility group Box-1) nos nucleos supradticos na
sepse experimental. Metodologia: Os animais foram divididos em dois grupos: ligadura e
puncao do ceco (grupo CLP) e o grupo falso operado (grupo Sham). Foram realizadas as
analises hematoldgicas, bioquimicas, expressdo proteica e dos niveis glicémicos dos
animais. Resultados: Neste estudo ndo se observou mudancas no eritrograma nos niveis
plasmaéticos de albumina, proteina total e creatinina. Os dados mostram que os efeitos dos
anestésicos ketamina (k) e xilazina (x) promovem hiperglicemia, observou-se aumento de
97% dos niveis da glicemia imediatamente apds a eutanasia, quando comparado 0 grupo
Sham pré e po6s-anestésico. Este mesmo perfil aconteceu com o grupo CLP, demonstrando
aumento do nivel glicémico em 115,1%. N&o se observou diferenca significativa na
glicemia nos animais pré e pos-anestesiados transcorridas 4 horas de cirurgia, tanto no
grupo Sham quanto no grupo CLP. As analises de expressdo proteica estdo em andamento
para concluir o objeto de estudo deste trabalho.
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INTRODUCAO
A sepse é uma sindrome grave com elevada mortalidade para o ser humano e figura como
a terceira causa de morte no Brasil (Silva et al, 2004). O sucesso dos mecanismos de
defesa durante a sepse depende da “sintonia” entre os sistemas autonomico, imune e
neuroendocrino. A hipdfise é uma glandula essencial na recuperacdo da homeostase
durante a sepse e representa a juncdo do sistema nervoso central e o sistema endocrino
periférico (Giusti-Paiva et al., 2010). Durante a sepse, a hipéfise posterior é ativada
por citocinas pro-inflamatérias via barreira hematoencefalica e através de uma interacao
complexa do sistema nervoso autdbnomo e células imunes, estimulando a secre¢do de
vasopressina em uma primeira fase aguda, da qual é acompanhada de uma reducdo da
sintese e secrecdo deste peptideo na fase tardia da sepse, o qual é consequéncia de uma
resposta neurohipofisaria anormal. A reducdo da secrecéo de vasopressina contribui para a
instalacdo do estado de choque, progressdo da inflamacdo com subsequente faléncia
maultipla de érgdos e morte (Kampmeier, et al., 2010; Giusti-Paiva et al., 2010) O sistema
hipotdlamo neurohipofisario (SNH) estd localizado na porcdo média do hipotalamo
anterior e compreende dois nucleos paraventricular (PVN) de cada lado da parede
dorsolateral do terceiro ventriculo e dois nucleos supradpticos (SON) (Antunes-Rodrigues
et al., 2004). A vasopressina € sintetizada por neurdnios magnocelulares no hipotalamo e
armazenada em neurdnios que terminam na hipdfise posterior. Em resposta a
despolarizacdo da membrana excitada por impulsos elétricos gerados no SON e PVN o
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horménio é secretado na circulacdo sistémica pelo processo de exocitose. Em geral, o
processo completo de sintese de AVP, transporte e armazenamento na hipofise posterior,
leva entre 1-2 horas. No plasma, a meia-vida da vasopressina é curta, cerca de 5-15
minutos. Assim, a concentracdo plasmatica reflete a liberacdo recente de vasopressina
(Mutlu & Factor, 2004). A secre¢do de vasopressina exibe um padrao bifasico durante a
sepse tanto em animais como em seres humanos (Giusti-Paiva et al., 2003; Giusti-Paiva &
Santiago, 2010). Primeiro, a secrecdo de vasopressina € caracterizada por aumento
significativo na fase inicial da sepse; e segundo, na fase tardia, 0s niveis de vasopressina
sdo contraditoriamente baixos para o0 grau de hipotensdo (Giusti-Paiva et al., 2002). Na
sepse grave que evolui para o choque séptico, a disfuncdo neurohipofisaria tem sido
descrita como fator crucial responsavel pela instalacdo do quadro de choque (Kampmeier,
et al., 2010; Giusti-Paiva et al., 2010). A HMGBL1 (High mobility group Box-1) é uma
proteina abundante no ndcleo da célula, sua funcdo dentro do nucleo se limita a
estabilizagcdo da estrutura do nucleossomo e a facilitacdo da transcricdo génica, 0 que a
torna um importante promotor da homeostase nuclear. Em um contexto de lesdo celular, ou
quando a célula é exposta a agentes inflamatorios, a HMGBL sai dos dominios do nucleo e
ganha o ambiente extracelular. A sinalizacdo da HMGB1 ocorre através de sua ligacdo
com receptores como RAGE (Receptor for Advanced Glycation Endoproduct), TLR2
(Toll-like Receptor-2) e TLR4 (Toll-like Receptor-4). A ativacdo destes receptores resulta
na ativacdo do NF-kB (Nuclear Factor kappa B), conhecido por amplificar a resposta
proinflamatéria das citocinas. A HMGB1 exerce papel decisivo na sepse grave.
Tradicionalmente os niveis plasmaticos da HMGBL1 se elevam mais tardiamente na sepse,
cerca de dezesseis horas ap0s o pico das citocinas de fase mais precoce como a IL-1B ¢ o
TNF-a (O’Connor et al, 2003; Tang et al, 2008). Baseado nestes dados, a HMGB1 passou
a ser implicada como protagonista da sepse grave, sobretudo numa fase avancada da
doenga (Wang et al, 1999; Sunden-Cullberg et al, 2006) e isto foi demonstrado tanto em
modelos animais quanto em seres humanos, num momento em que a doenga seria
irreversivel com as opcdes terapéuticas disponiveis na atualidade (Deutschman et al,
2013). Neste cenario, a HMGB1 comportar-se-ia como um marcador de mortalidade na
sepse, cujos mecanismos de acao, inclusive no SNC, ainda merecem estudos adicionais.
Adicionalmente, é de grande importancia investigar a relacdo sepse com a expressao de
HMGB1 nos nucleos que regulam a sintese e secre¢do de vasopressina. Nossa hipdtese é se
a sepse experimental pode modular a expressdo proteica da HMGB1 nos nucleos
supradpticos? Nosso objetivo é investigar a participacdo da HMGB1 como modulador dos
neurdnios vasopressinérgicos em ratos normais e durante a sepse experimental e investigar
a expressdo génica e proteica da HMGB1 nos ndcleos supradpticos durante o
desenvolvimento da sepse experimental.

MATERIAIS E METODOS
Foram utilizados ratos machos adultos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, pesando
entre 200 e 2509 fornecidos pelo Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da UFPE. A sepse foi induzida conforme descrito previamente (Lira et al., 2007).
Resumidamente, os ratos foram anestesiados com uma mistura de quetamina (100 mg/Kg
peso corporeo) e xilazina (60mg/Kg de peso corp6reo). No fim da cirurgia, os animais
receberam, no dorso, 10% do seu peso em salina 0,9% por via subcuténea para evitar a
hipovolemia e choque séptico (cirurgia de ligadura e pungdo de ceco, grupo CLP). O
grupo controle foi submetido ao mesmo procedimento cirurgico de abertura da cavidade
abdominal e manipulagdo intestinal sem ocorrer neste a perfuragdo e puncdo do ceco
(cirurgia ficticia, grupo Sham). Os animais foram divididos em dois grupos: ligadura e
puncdo do ceco (grupo CLP) e o grupo falso operado (grupo Sham). Apéds a cirurgia 0s
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animais foram monitorados e eutanasiados nos tempos: 0, 2, 4h. ANALISES
HEMATOLOGICAS: Apés a decapitagcido dos animais, o sangue total foi coletado do
tronco em tubo para coleta de sangue contendo heparina. Cem microlitros do sangue seréo
utilizados para analise no contador de células SDH-20 (Labtest).  ANALISE
BIOQUIMICA: O sangue total foi coletado apds o processo de decapitacdo com posterior
coleta do sangue direto do tronco do animal em tubo para coleta de sangue sem heparina
(BD Vacutainer®). AVALIACAO DO PERFIL GLICEMICO PRE E POS ANESTESIA:
Foram quantificados os niveis glicémicos em dois momentos: 1) imediatamente antes da
anestesia com o animal acordado e 2) imediatamente antes da decapitacdo, tendo
transcorrido 0 horas, 2 horas e 4 horas apds o término do processo cirdrgico em ambos 0s
grupos Sham e CLP. ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA: Para a coleta dos nucleos
supraopticos, os cérebros foram prontamente retirados dos cranios de ratos decapitados, e
0s nucleo supraodpticos foram microdissecados bilateralmente a partir do fundo do encéfalo
usando o quiasma como referéncia. Os nucleos supradpticos de ambos os lados de cada
encéfalo foi reunido num tubo unico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo ndo se observou mudangas no eritrograma, ndo apresentando diferencas
significativas quanto a contagem de hemoglobina, eritrocitos e o percentual de
hematdcritos. Estes valores podem ser justificados devido a coagulacdo do sangue total
para analise hematoldgica, durante sua coleta. Acreditamos que este problema seja devido
ao processo de decapitacdo com posterior coleta do sangue direto do tronco do animal
(sangue arterial misturado ao sangue venoso). Os niveis plasmaticos albumina, proteina
total e creatinina, ndo apresentaram significancia estatistica.Nossos resultados mostram os
efeitos dos agentes anestésicos, comumente usados em modelos animais, sobre os niveis de
glicose no sangue em ratos alimentados induzidos a cirurgias Sham e CLP. Observou-se
aumento de 97% dos niveis da glicemia em zero hora, quando comparado o grupo Sham
pré e pds anestésico. Este mesmo perfil aconteceu com o grupo CLP zero hora,
demonstrando aumento do nivel glicémico em 115,1%. Nota-se que 0s niveis glicémicos
mantem-se aumentados com 2 horas pds-anestesia tanto no grupo Sham (+69,3%) quanto
no grupo CLP (+131,0%). Né&o se observou diferenca significativa na glicemia nos animais
pré e pos-anestesiados com 4 horas de cirurgia, tanto no grupo Sham quanto no grupo
CLP. Diante da atual conjuntura financeira do pais a instituicdo (UFPE) ndo concedeu
recursos para pagamento de didrias e passagens para que a expressao génica da HMGB1
fosse realizada em parceria com o Laboratorio de Biologia Celular. Outro agravante para
nosso laboratorio é que as agéncias de fomento (FACEPE e CNPq) ndo depositaram 0s
recursos dos projetos aprovados atrasando o que atrasou a implementacdo desta técnica no
Laboratorio de Neuroendocrinologia e Metabolismo.

CONCLUSOES

Em concluséo, a sepse experimental ndo determinou alteragdes no eritrograma, nos niveis
plasmaticos de albumina, proteina total e creatinina. Observamos que 0s anestésicos
ketamina (k) e xilazina (x) promovem hiperglicemia que diminui com decorrer do tempo
devido sua metabolizacdo hepatica e renal. Estudos adiconais devem ser empregados para
elucidar os eventos que ocorrem na sepse e que envolvam a HGMB-1, tornando-se
necessaria a analises da expressdo proteica, que encontra-se em andamento para concluir o
objeto de estudo deste trabalho.
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