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RESUMO

Sepse é definida como uma disfuncdo organica potencialmente fatal causada
por uma resposta desregulada do hospedeiro a infeccdo que continua sendo uma
das principais causas de morbimortalidade no mundo. Estudos apontam uma
estreita correlacdo entre o sistema nervoso central, o sistema imunolégico e a
resposta do hospedeiro a sepse. Uma prova desta relacdo é a disfuncdo
neurohipofisaria que ocorre na sepse, com destaque para as alteracdes da sintese e
secrecdo de vasopressina (AVP), que exibe um padréo bifasico, contribuindo para a
perpetuacdo do estado de choque e a disfungdo multipla de 6rgdos. Quando a célula
€ exposta a agentes inflamatérios, a HMGB1 (NUCLEAR HIGH MOBILITY GROUP
BOX — 1) sai do seu dominio nuclear e ganha o ambiente extracelular, por isso ela
tem sido alvo de varios estudos e, embora nédo tenha sido verificado correlacao entre
0s hiveis séricos de HMGB1 com a gravidade da doenca, seus niveis elevados
quase sempre estdo associados com a morte do individuo. Portanto, este estudo
teve por objetivo avaliar se houve alteracdo no contetdo protéico da HMGBL1 e da
copeptina no sistema hipotalamo neurohipofisario durante o desenvolvimento do
choque séptico. Foram utilizados 46 ratos machos adultos (60 dias) (Rattus
norvegicus). A sepse foi induzida através do experimento in vivo através do modelo
de ligadura e puncéo cecal (CLP) e o grupo controle (CTR) foi submetido a cirurgia
simulada. Ao analisar o perfil temporal da sepse, foi verificado que 6h ap6s o CLP
ocorreu aumento nas concentracfes plasmaticas de creatinina, ureia e lactato e uma
diminuicdo de albumina 12h. A imunohistoquimica dos nudcleos paraventriculares
nao revelaram diferencas na expressao proteica de copeptina, porém ao analisar as
marcacfes dos nucleos supradpticos, foi visto que em 6h ocorreu um aumento da
expressao proteica de copeptina entre CTR 0 e 6h, assim como entre CLP 0 e 6h.
N&o foram encontradas diferencas nas marcacdes para HMGB1 entre animais CLP
e CTR. Em suma, o perfil bioquimico assemelha-se ao encontrado no quadro de
sepse. Nao foram encontradas evidéncias de que a producdo de copeptina
(marcador indireto de AVP) esteja comprometida durante a sepse. Por fim, a

proteina HMGB1 no nucleo supradptico nao foi modulada pela sepse na fase inicial.

PALAVRAS CHAVES: Arginina Vasopressina. Choque Séptico. Proteina HMGBL1.
Copeptina.



ABSTRACT

Sepsis is defined as an organic dysfunction caused by an unregulated host response
to infection that remains one of the main causes of morbidity and mortality worldwide.
Studies point to a close correlation between the central nervous system, the immune
system and the host's response to sepsis. A proof of this relationship is a
neurohypophyseal dysfunction that occurs in sepsis, with emphasis on changes in
the synthesis and secretion of vasopressin (AVP), which exhibits a biphasic pattern,
contributing to the perpetuation of shock and organic dysfunction. When a cell is
exposed to inflammatory agents, an HMGB1 (NUCLEAR HIGH MOBILITY GROUP
BOX - 1) leaves its nuclear domain and gains the extracellular environment, which is
why it has been the subject of several studies and, although it has not been verified
between levels serum HMGB1 with the severity of the disease, their level levels are
almost always associated with the individual's death. Therefore, this study aimed to
assess whether there was a change in the protein content of HMGB1 and copeptin in
the neurohypophyseal hypothalamic system during the development of septic shock.
46 adult male rats (60 days) (Rattus norvegicus) were used. Sepsis was induced
through the in vivo experiment using the cecal ligation and puncture model (CLP) and
the control group (CTR) underwent simulated surgery. When analyzing the temporal
profile of sepsis, it was found that 6 hours after the CLP there were occurrences in
the plasma levels of creatinine, urea and lactate and a decrease in albumin 12 hours.
The immunohistochemistry of the paraventricular nuclei did not reveal differences in
the protein expression of copeptin, however, when analyzing the markings of the
supraoptic nuclei, it was seen that in 6h there was an increase in the protein
expression of copeptin between CTR 0 and 6h, as well as between CLP 0 and 6h.
No differences were found in the markings for HMGB1 between CLP and CTR
animals. In short, the biochemical profile is similar to that found in the case of sepsis.
No evidence was found that -production of copeptin (an indirect marker of AVP) is
compromised during sepsis. Finally, the HMGBL1 protein in the supraoptic core was
not modulated by sepsis in the initial phase.

KEY WORDS: Arginine vasopressin. Shock septic. HMGB1 protein. Copeptin.
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1 INTRODUCAO

A sepse € uma disfuncdo grave dos sistemas organicos causada por uma
resposta desregulada do hospedeiro a infeccdo (ABRAHAM, 2016) (RHODES;
EVANS; ALHAZZANI; LEVY et al., 2017). Esta sindrome grave se caracteriza por
sua elevada mortalidade e figura como um importante problema de saude publica no
Brasil (SILVA; PEDRO MDE; SOGAYAR; MOHOVIC et al., 2004) e no mundo
(HODGIN; MOSS, 2008; MAYR; YENDE; ANGUS, 2014). Embora as formas de
tratamento tenham evoluido e gerado um aumento da sobrevida a curto prazo, um
grande numero de pacientes com sepse ainda experimentam quadros de
imunossupressao prolongados, que muitas vezes culminam na morbidade e
mortalidade a longo prazo (MARINI; VINCENT; ANNANE, 2015).

Durante a sepse, a hipofise posterior é influenciada por citocinas pro-
inflamatdrias que atravessam a barreira hematoencefalica e, por meio de uma
interacdo complexa do sistema nervoso autbnomo e células imunes, que estimula a
liberacdo de vasopressina (AVP) em uma primeira fase aguda. Por outro lado, em
uma fase mais tardia da sepse, verifica-se uma reducao na secrecéo deste peptideo,
tal fato seria consequéncia de uma resposta neurohipofisaria anormal. A reducao da
secrecdo de AVP contribui para a instalacdo do estado de choque, progressédo da
inflamacé@o com subsequente disfuncao multipla de 6érgaos e morte (GIUSTI-PAIVA;
BRIAN SANTIAGO, 2010).

Nos ultimos anos, a HMGB1 (High mobility group Box-1) uma proteina nao-
histona ligada ao DNA que recebe este nome por sua rapida mobilidade no gel de
eletroforese, tem sido extensivamente estudada no contexto da inflamacgéo por suas
funcdes prototipicas de alarme, ativando a imunidade inata, ap6s ser liberado
ativamente das células ou passivamente liberado apos a morte celular (YANG;
WANG; ANDERSSON, 2020). Quando a célula é exposta a agentes inflamatérios, a
HMGB1 sai dos dominios do nucleo e ganha o ambiente extracelular (LI; YU; YANG,
2015). Nesta ocasido, esta proteina sofre acetilacdo, um processo irreversivel que a
faz ser expulsa do citosol por meio de vesiculas de exocitose (GARDELLA; ANDREI,
FERRERA; LOTTI et al., 2002).

O papel da HMGB1 na sepse tem sido alvo de estudos recentes e, embora

ndo tenha sido mostrado haver correlacdo entre os niveis séricos de HMGB1 com a
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gravidade da doenca, niveis elevados quase sempre estdo associados com a morte
do individuo (ZHANG; KANG; ZEH; LOTZE et al.,, 2013). Portanto, € importante
ampliar os conhecimentos sobre a repercussdo da sepse no sistema hipotalamo

neurohipofisario, no que concerne a regulacdo da copeptina e HMGBI.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 SEPSE

Durante décadas, a sepse foi considerada uma disseminacéo sistémica da
infeccdo, levando a manifestagBes clinicas graves, com comprometimento de
multiplos 6rgdos e sistemas, com alta morbidade e mortalidade. A compreensao de
que as manifestacbes sistémicas da infeccdo podem ocorrer por meio de
mediadores inflamatorios sem a necessidade de disseminagcdo de microrganismos,
levou ao conceito moderno de sepse (BONE; BALK; CERRA; DELLINGER et al.,
1992).

A sepse € uma disfuncdo organica com risco de vida causada por uma
resposta desregulada do hospedeiro a infeccdo, levando ao choque séptico. O
choque séptico € um subconjunto de sepse no qual anormalidades circulatérias e
metabolicas subjacentes sdo criticas o suficiente para aumentar substancialmente a
mortalidade (SINGER; DEUTSCHMAN; SEYMOUR; SHANKAR-HARI et al., 2016).
De acordo com o Terceiro Consenso Internacional para Sepse e Choque Séptico
(Sepse-3) o termo SIRS (sindrome da resposta inflamatoéria sistémica) ndo € mais
empregado como critério clinico para sepse e a terminologia “sepse grave” nao é
mais considerada um subconjunto de sepse (RHODES; EVANS; ALHAZZANI; LEVY
et al., 2017; SINGER; DEUTSCHMAN; SEYMOUR; SHANKAR-HARI et al., 2016).

Independentemente das alteracées nas defini¢cdes, sepse e choque séptico
continuam sendo uma condicdo grave associada a alta morbimortalidade na UTI em
todo o mundo (ANNANE; TRABOLD; SHARSHAR; JARRIN et al., 1999) (LEVY;
FINK; MARSHALL; ABRAHAM et al., 2003; SINGER; DEUTSCHMAN; SEYMOUR,;
SHANKAR-HARI et al., 2016), representando aproximadamente 1400 mortes diarias
(BURGDORFF; BUCHER; SCHUMANN, 2018). A taxa de mortalidade por choque
séptico € de cerca de 50%, de acordo com alguns estudos epidemiolégicos
(RHODES et al.,, 2016; MACHADO et al.,, 2017). Em um estudo multicéntrico
realizado no Brasil, um terco dos leitos da unidade de terapia intensiva foram
ocupados por pacientes sépticos, com uma taxa de mortalidade de 55,7%
(MACHADO; CAVALCANTI; BOZZA; FERREIRA et al., 2017).
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Embora as formas de tratamento tenham evoluido e gerado um aumento da
sobrevida a curto prazo, um grande numero de pacientes com sepse ainda
experimentam quadros de imunossupressdo prolongados, que muitas vezes
culminam na morbidade e mortalidade a longo prazo (MARINI; VINCENT; ANNANE,
2015). Consequentemente, as novas estratégias terapéuticas ndo devem visar
apenas o aumento da sobrevida a curto prazo, mas impedir a incapacidade a longo
prazo, restaurando o equilibrio e a funcdo do sistema imunolégico (STEVENS;
CHAPMAN; FRASER; KUCHEL et al., 2017).

2.1.1 Fisiopatologia da Sepse

A patogénese da sepse é complexa e envolve multiplos aspectos da interacdo
entre 0s microrganismos infectantes e o0 hospedeiro. O reconhecimento de
patbgenos e a ativacdo celular resultante sdo fundamentais para o controle da
infeccdo. Paradoxalmente, a resposta inflamatéria do hospedeiro também € o
substrato para as alteracfes fisiopatoldgicas na sepse (SALOMAO; BRUNIALTI;
RAPOZO; BAGGIO-ZAPPIA et al., 2012; VAN DER POLL; VAN DE VEERDONK;
SCICLUNA; NETEA, 2017).

As células imunologicas expressam um conjunto de receptores conhecidos
como receptores de reconhecimento de padrbes (do inglés, Pattern recognition
receptors ou RRPs) que iniciam rapidamente respostas de defesa do hospedeiro
apos a deteccdo de danos nos tecidos ou infeccdo microbiana. A presenca de uma
infeccdo microbiana é detectada pelo reconhecimento de padrbes moleculares
associados a patégenos conservados (do inglés, Pathogen-associated molecular
pattern ou PAMPS) que Sao expressos por microrganismos invasores e indcuos. Por
outro lado, o reconhecimento imune do tecido danificado € mediado por proteinas
intracelulares ou mediadores que séo liberados das células que estdo em processo
de morte celular. Essas proteinas s&o conhecidas como ‘alarminas’' e, juntamente
com os PAMPs, sdo denominados padroes moleculares associados a danos (do
inglés, DAMPs) (BIANCHI, 2007). Os receptores Toll-like (TLRs), que sdo uma
subfamilia de PRRs, emergiram como receptores cruciais para o reconhecimento de
DAMPs e o inicio da resposta inflamatéria (RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008).
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A ativacao desses varios receptores durante a infeccado é fundamental para o
reconhecimento de uma ampla gama de microorganismos e resulta em efeitos
complementares, sinérgicos ou antagbénicos, modulando a imunidade inata e
adaptativa (SALOMAO; BRUNIALTI; RAPOZO; BAGGIO-ZAPPIA et al.,, 2012).
Durante a sepse, ocorre uma ativacao sistémica e completa das respostas imunes
devido a liberagcdo de niveis muito altos de DAMPs de microorganismos invasores
e/ou tecido hospedeiro danificado, o que leva a superestimulacdo das células
imunes. Como resultado, a sepse é acompanhada por uma resposta de citocina
marcadamente desequilibrada (conhecida como ‘tempestade de citocinas'), que
converte respostas que normalmente sao benéficas para combater infec¢cdes em
inflamac&o excessiva e prejudicial (RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008).

E importante destacar que os PRRs também podem reconhecer produtos dos
hospedeiros, chamados alarmes ou sinais de perigo, como proteinas de choque
térmico e a proteina HMGB1, que desempenham um papel importante na regulacdo
da resposta inflamatéria (ISHII; KOYAMA; NAKAGAWA; COBAN et al., 2008).

A liberacdo de mediadores inflamatérios por células imunes inatas apos o
reconhecimento de patégenos, como fator de necrose tumoral - alfa (TNF-a),
interleucina (IL) -6 e IL-1 e seu efeito nas células endoteliais, resultando na ativagéo
da coagulacao, vasodilatacdo, vazamento endotelial, rolagem e extravasamento de
neutréfilos e mediadores inflamatdrios para o espaco extravascular, ressalta a
fisiopatologia das disfuncdes organicas e hipotensdo durante a sepse (ANGUS; VAN
DER POLL, 2013).

A possibilidade para a ocorréncia de trombose durante a sepse é aumentada
pelas atividades simultaneamente comprometidas das trés principais vias
anticoagulantes: anti-trombina, inibidor da via do fator tecidual (TFPI) e o sistema da
proteina C (LEVI; VAN DER POLL, 2017). Muitos estudos apoiam a poténcia
anticoagulante do sistema da proteina C in vivo, mostrando que prejudicar sua
funcdo converte bacteremia experimental subletal em sepse letal com coagulagéo
intravascular disseminada (DANESE; VETRANO; ZHANG; POPLIS et al., 2010).

Perturbacdo da integridade da barreira endotelial € um fendmeno-chave na
fisiopatologia da sepse. Em condicdes homeostaticas, a funcdo da barreira

endotelial € mantida pelo citoesqueleto celular, glicocalix, moléculas de adeséao
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intercelular e proteinas de suporte (OPAL; VAN DER POLL, 2015). As conexdes
célula a célula sdo mantidas através de juncbes aderentes e jun¢Bes de oclusédo
(DARWISH; LILES, 2013). Na resposta a infec¢ao localizada, leucdcitos e plaguetas
aderem a superficie endotelial e migram para os locais em que as bactérias estao se
multiplicando. Na sepse, o processo inflamatério exacerbado contribui para a perda
da integridade da barreira, levando a um extravasamento de proteinas e plasma
para o espaco extravascular, formacao de edema e perfusdo microvascular reduzida
(VAN DER POLL; VAN DE VEERDONK; SCICLUNA; NETEA, 2017).

2.1.2 HMGB1

A HMGB1, previamente chamada de HMG1 ou anfoterina, € uma proteina
composta por 215 aminoéacidos cujo peso molecular aproximado é de 25-27KDa, foi
originalmente descrita ha 40 anos (GOODWIN; SANDERS; JOHNS, 1973) como
uma proteina n&o-histona ligada ao DNA. E uma proteina abundante no ntcleo da
célula e recebe este nome por sua rapida mobilidade no gel de eletroforese. Sua
funcdo dentro do nucleo se limita a estabilizagdo da estrutura do nucleossomo e a
facilitacdo da transcricdo génica, 0 que a torna um importante promotor da
homeostase nuclear (KANG; CHEN; ZHANG; HOU et al., 2014). Quando a célula
sofre alguma injaria ou é exposta a agentes inflamatorios, ela sai do nucleo e sofre
acetilacdo, um processo irreversivel que a faz ser expulsa do citosol por meio de
vesiculas de exocitose (figura 1) (GARDELLA; ANDREI; FERRERA; LOTTI et al.,
2002).

A HMGBL1 foi inicialmente identificada no cérebro (GOODWIN; SANDERS;
JOHNS, 1973) e desde a sua descoberta, despertou grande interesse da
comunidade cientifica sobre seu papel no sistema nervoso central (SNC) (LEI et al.,
2013). Atualmente, sabe-se que esta proteina pode ser facilmente encontrada no
nacleo de neurbnios, astrécitos e células da hipéfise de cérebros de ratos em
condicbes fisiologicas (ZHANG; KANG; ZEH; LOTZE et al., 2013), bem como em
situacdOes de estresse inflamatério e outras condi¢des patoldgicas (DEUTSCHMAN;
RAJ; MCGUIRE; KELZ, 2013).
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A HMGB1 exerce um conhecido efeito proinflamatorio citocina-like no SNC
(ZHANG; KANG; ZEH; LOTZE et al., 2013). O trauma cranioencefalico, por exemplo
aumenta a expressdo génica da HMGB1 no cortex fronto-parietal (KANG; CHEN;
ZHANG; HOU et al., 2014), além disso, a injecao intraventricular da HMGB1
determinou alteragdes como aumento da temperatura corporal basal, alteracdo do
comportamento, aversdo a comida assim como o aumento da atividade de
interleucinas como IL-1B (Interleucina 1-beta) e TNF-a, efeitos estes bem
documentados por diferentes pesquisadores (GARDELLA; ANDREI; FERRERA,;
LOTTI et al., 2002) (KANG; CHEN; ZHANG; HOU et al., 2014) (WANG; WARD;
SAMA, 2009). No entanto, ndo h& dados na literatura sobre uma possivel interacédo
entre HMGB1 e diversas outras areas do SNC conhecidamente relacionadas ao

curso da sepse.

O papel da HMGBL1 na sepse foi alvo de inimeros estudos recentes e, embora
ndo tenha sido mostrado haver correlacdo entre os niveis séricos de HMGB1 com
gravidade da doenca, niveis elevados quase sempre estdo associados com a morte
do individuo (ZHANG; KANG; ZEH; LOTZE et al., 2013). Baseado neste argumento,
a HMGB1 passou a ser implicada como protagonista da sepse, sobretudo numa fase
avancada da doenca (WANG; WARD; SAMA, 2014) e isto tem sido demonstrado
tanto em modelos animais quanto em seres humanos, num momento em que a
doenca seria irreversivel com as opcdes terapéuticas disponiveis na atualidade
(DEUTSCHMAN; RAJ; MCGUIRE; KELZ, 2013) (SEYMOUR; LIU; IWASHYNA;
BRUNKHORST et al., 2016). Neste cenéario, a HMGB1 comportar-se-ia como um
marcador de mortalidade na sepse, cujos mecanismos de acéo, inclusive no SNC,

ainda carecem de estudos adicionais.



22

Figura 1 — Translocacéo da proteina HMGB1 (Nuclear high mobility group box — 1) do seu dominio

nuclear para o ambiente extracelular.
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Fonte: A autora, 2020.

Durante a sepse, a hipofise posterior é influenciada por citocinas proé-
inflamatorias que atravessam a barreira hematoencefalica e, por meio de uma
interacdo complexa do sistema nervoso autbnomo e células imunes, estimula a
liberacdo de AVP em uma primeira fase aguda. J& numa fase mais tardia da sepse,
verifica-se uma reducdo da sintese e secrecdo deste peptideo, tal fato seria
consequéncia de uma resposta neurohipofisaria anormal. A reducéo da secrecédo de
AVP contribui para a instalacdo do estado de choque, progressdo da inflamacéao
com subsequente disfuncdo mudltipla de 6rgdos e morte (GIUSTI-PAIVA; BRIAN
SANTIAGO, 2010).

2.2 SISTEMA HIPOTALAMO NEUROHIPOFISARIO (SHN)

O SHN estéa localizado na porcdo média do hipotalamo anterior compreende
dois nucleos paraventriculares (PVN) de cada lado da parede dorsolateral do
terceiro ventriculo e dois nucleos supradpticos (SON). Em uma definicAo mais
ampla, atualmente se aceita que o SHN seja parte de um circuito neural com
estruturas dentro da lamina terminal, o que constitui a parede anterior do terceiro
ventriculo, que define o limite anterior do hipotalamo (BROWNSTEIN; RUSSELL,;
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GAINER, 1980). Além de receber diretamente proje¢des do 6rgdo subfornicial (SFO)
e do orgéo vasculoso da lamina terminal (OVLT), o SHN recebe também aferéncias
indiretas destes nucleos por meio do ndcleo preodptico mediano (MnPO), projetando-
0s aos SONs e PVNSs, responsaveis pela sintese de AVP e ocitocina (OT) e cujo
axonios terminam com multiplas arborizagbes na hipofise posterior (ANTUNES-
RODRIGUES; DE CASTRO; ELIAS; VALENCA et al., 2004).

O SON é bilateral ao quiasma o6ptico e é composto exclusivamente de
neurénios magnocelulares. Este nlcleo comeca cranialmente como uma estrutura
grande e se condensa caudalmente, terminando préximo a borda lateral do trato
optico (ARMSTRONG, 1995).

O PVN possui grupos distintos de células, que se projetam ndo apenas para o
lobo posterior da hipofise, mas também para a eminéncia mediana e para outras
areas do SNC (ARMSTRONG, 1995). O PVN consiste em grupos de neurdnios
magnocelulares e parvocelulares que estdo amplamente agrupados em divisbes
anatomicamente distintas (SWANSON; SAWCHENKO, 1983). Os neurdnios
magnocelulares, que se projetam para a hipofise posterior, desempenham uma
funcdo enddcrina através da secrecdo de OT e AVP diretamente na circulacdo
(figura 2) (SAWCHENKO; SWANSON, 1983). A maioria dos autores concordam que
os dois principais tipos de células sdo contiguos: a por¢cdo magnocelular medial
(PaMM), que contém principalmente neurbnios oxitocinérgicos, e a divisdo
magnocelular lateral (PaLM), que contém principalmente  neurbnios
vasopressinérgicos (ARMSTRONG, 1995). Dentro da divisdo parvocelular, temos
subpopulacdes distintas de neurdnios. Os grupamentos parvocelulares anterior
(PaAP) e medial (PaMP) secretam o horménio liberador de corticotrofina (CRH) e o
horménio liberador de tireotrofina (TRH), na eminéncia mediana em justaposicdo aos
capilares das veias porta hipofisaria, que atuam na hipoéfise anterior (MECAWI ADE;
RUGINSK; ELIAS; VARANDA et al., 2015).

Os axb6nios destes dois nucleos formam o trato hipotalamo-hipofisario, que
terminam na hipdéfise posterior (ARMSTRONG, 1995). A OT e a AVP séo
sintetizadas e liberadas pelos neurbnios neurossecretorios magnocelulares
classificados em AVP-OT (BROWNSTEIN; RUSSELL; GAINER, 1980). Eles sao

transportados em vesiculas através de axdnios que se projetam para a hipofise
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posterior. A liberacdo destes horménios é desencadeada via alteragdes no potencial
de acdo causado nas células dos nucleos PVN e SON e propagados até as
terminacdes nervosas neurohipofisarias (MAYBAUER; MAYBAUER; ENKHBAATAR,;
TRABER, 2008).

Figura 2 — Desenho do sistema hipotalamo neurohipofisario (SHN). Esquema das conexdes entre

PVN (nucleo paraventricular) e SON (nlcleo supradpticos) com a glandula hipéfise. Subdivis6es do

PVN. Regido parvocelular (Pa), regido lateral magnocelular (Ma) e a regido intermediocelular (Me).

HIPOFISE ANTERIOR HIPOFISE POSTERIOR

Fonte: A autora, 2020.

2.3 VASOPRESSINA

A AVP é um nonapeptideo com peso molecular de 1084 daltons (STRUCK;
MORGENTHALER; BERGMANN, 2005). A AVP é sintetizada por neurbnios
magnocelulares. Ele tem origem num peptideo precursor de 164 aminoacidos
designado preprovasopressina, que € formada por um peptideo sinal, AVP,
neurofisina Il e copeptina (figura 3) (LAND; SCHUTZ; SCHMALE; RICHTER, 1982).

Nos granulos neurosecretorios, 0 precursor hormonal € proteoliticamente
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processado para produzir AVP, neurofisina Il, e copeptina (BAUMANN; DINGMAN,
1976).

Figura 3 — Representacao esquematica do peptideo precusor (preprovasopressina) de AVP. Os

ndmeros indicam os amino&cidos que constituem a proteina AVP humana.

1 19 20 28 32 124 126 164

Peptideo Sinal Vasopressina Neurofisna Il Copeptina

Vasopressina + Neurofisina I + Copeptina

Fonte: A autora, 2020.

Em resposta a despolarizacdo da membrana excitada por impulsos elétricos
gerados no SON e PVN, o horménio é secretado na circulacdo sistémica pelo
processo de exocitose. Usualmente, qualquer estimulo para a liberacdo de AVP
também aumenta a taxa de sintese e transporte e, em ultima anélise, mantém os
estoques do horménio na hipdéfise posterior. A maior parte de AVP recém-sintetizada
€ estocada intracelularmente e apenas 10-20% do pool hormonal dentro da hipofise
posterior pode ser liberado (FIELDMAN; FORSLING; LE QUESNE, 1985). Em geral,
0 processo completo de sintese de AVP, transporte e armazenamento na hipoéfise
posterior, leva entre 1-2 horas (MORGENTHALER; MULLER; STRUCK;
BERGMANN et al., 2007). No plasma, a meia-vida de AVP é curta, cerca de 5-15
minutos. Assim, a concentracdo plasmatica reflete a liberacdo recente de AVP
(MUTLU; FACTOR, 2004).

A AVP é instavel em plasma e soro, mesmo quando armazenados a —20°C.
Uma estratégia para aprimorar a mensuracao problematica de um hormdnio
peptidico bioativo, rapidamente depurado, como a AVP, € medir um peptideo
estavel, presumivelmente ndo funcional, derivado de seu precursor cognato
(MORGENTHALER; MULLER; STRUCK; BERGMANN et al., 2007). Ao contrario de
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AVP, a copeptina permanece estavel ex vivo por varios dias a temperatura ambiente
no soro ou plasma (MORGENTHALER; STRUCK; ALONSO; BERGMANN, 2006). A
copeptina é um peptideo glicosilado que consiste em 39 aminoacidos com um
segmento central rico em leucina, que constitui a porcdo C-terminal da
preprovasopressina (LAND; SCHUTZ; SCHMALE; RICHTER, 1982). Ela é liberada
em uma razdo equimolar a AVP, é mais estadvel no sangue e mais simples de
determinar. Como resultado de sua geracdo estequiométrica, as quantidades de
fragmentos pro-hormonais ndo funcionais liberados refletem as dos horménios
maduros e oferecem uma maneira alternativa de avaliar a sua liberagcao
(MORGENTHALER; MULLER; STRUCK; BERGMANN et al., 2007).

A secrecdo de AVP é regulada pela osmolalidade plasmatica (osmorregulacao)
e por alteracdes na pressao arterial sistémica (barorreflexo) e € liberada em resposta
a uma variedade de estimulos (dor, hemorragia, hipéxia, administracdo de salina
hipertdnica) em animais e em humanos (FIELDMAN; FORSLING; LE QUESNE,
1985); (YILMAN; ERENLER; BAYDIN, 2015). Em condi¢cbes normais, a secrecdo de
AVP é regulada primariamente por mudancas na osmolalidade plasméatica (DUNN;
BRENNAN; NELSON; ROBERTSON, 1973) (WADE; KEIL; RAMSAY, 1983).

Uma area neuronal importante no controle da osmolalidade e da secrecao de
AVP esta localizada na regido anterior do hipotalamo, onde estdo localizados as
estruturas relacionadas a regulacdo da reposicdo de agua e sal. Os 6érgdos
circunventriculares (CVOs), a regido antero-ventral do terceiro ventriculo (AV3V) e a
area postrema (AP), constituem essas estruturas, localizadas principalmente em
torno do terceiro ventriculo. Os CVOs foram caracterizados como regifes
osmosensiveis responsaveis por monitorar especificamente as concentracfes de
Na+ extracelular no cérebro (MCKINLEY; BADOER; VIVAS; OLDFIELD, 1995;
MCKINLEY; BLAINE; DENTON, 1974).

A lamina terminal (LT), estrutura do prosencéfalo, adjacente a porgcdo anterior
do terceiro ventriculo contém o MnPO e dois outros CVOs, o SFO, e o OVLT. O
AV3V inclui parte ventral da AP e o OVLT. A regidao AV3V, SFO e a AP, no 0bex do
quarto ventriculo, contém neurdnios que sao sensiveis as variacbes de osmolalidade
do liquido cerebroespinhal (LCR). O OVLT e o SFO sé&o desprovidos de barreira

hemato-encefélica e por isso sao sensiveis a fatores sistémicos circulantes que nao
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podem penetrar diretamente o cérebro. Seus neurbnios osmossensiveis enviam
projecOes para 0S neurdnios neurossecretores magnocelulares e parvocelulares do
PVN e SON, podendo assim funcionar como osmorreceptores cerebrais
(MCKINLEY; GERSTBERGER; MATHAI; OLDFIELD et al., 1999).

Uma queda na pressao e no volume de plasma também ativa o PVN e o SON
apos a estimulacdo dos receptores de baixa e alta pressdo. A liberacdo de AVP
nestas condicdes envolve estimulacdo por angiotensina Il (ANG I11). A hipotenséo
causa liberacéo de renina renal e formagédo de ANG lI; ligagcdes desse hormoénio a
receptores AT1 em neurdnios do SFO promovem ativagcdo de uma aferéncia
angiotensinérgica central que, por sua vez, tem efeito predominantemente excitatorio
sobre neurdnios vasopressinérgicos (ANTUNES-RODRIGUES; DE CASTRO;
ELIAS; VALENCA et al., 2004). Receptores no atrio e ventriculos sinalizam
variacdes no volume sanguineo, e os do arco aortico e seios carotideos sinalizam
alteracdes na pressao arterial. As aferéncias periféricas sdo transmitidas por nervos
vagais e glossofaringeos para o nucleo do trato solitario no tronco cerebral, de onde
vias pos-sinpticas conectam-se com neurdnios magnocelulares do SON e do PVN
(SHARE, 1988).

Apoés sua liberacdo na corrente sanguinea, a AVP atua a nivel periférico
através da ligacdo a trés receptores: Vla, V1lb e V2 (MORGENTHALER et al.,
2007). Os receptores Vla estéao localizados principalmente na musculatura vascular
lisa da circulacdo sistémica, mas também no cérebro, figado, rins e plaquetas. A
estimulacdo desses receptores causa a liberacdo de calcio intracelular e a abertura
da contracdo dos canais de calcio da célula. Os receptores V2 estao localizados nos
dutos coletores renais. A estimulacdo desses receptores causa a insercao da
proteina G acoplada aos canais de agua (aquaporinas tipo 2) nos dutos coletores
(ROBBEN et al., 2004).

Os receptores V2 também s&o encontrados nos musculos lisos dos vasos,
causando vasodilatacdo mediada por 6xido nitrico e liberagdo do fator endotelial de
von Willebrand. Os receptores V1b (ou V3) sdo encontrados na hipofise anterior,
assim como no cérebro. A estimulacdo desses receptores causa a liberacdo do

horménio adrenocorticotropico (ACTH). O ACTH estimula a liberacdo de horménios
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esterdides glicocorticdides da glandula adrenal como parte do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA) (TAGAWA et al., 1993; TAGAWA et al., 1995).

2.3.1 AVP e ativacao do SHN na sepse

A secrecao de AVP exibe um curso bifasico durante a sepse tanto em animais
como em seres humanos (CORREA; PANCOTO; DE OLIVEIRA-PELEGRIN;
CARNIO et al., 2007; GIUSTI-PAIVA; BRIAN SANTIAGO, 2010; GIUSTI-PAIVA;
RUGINSK; DE CASTRO; ELIAS et al., 2003; SHARSHAR; BLANCHARD;
PAILLARD; RAPHAEL et al., 2003). Primeiro, a secre¢cdo de AVP é caracterizada
por aumento significativo na fase inicial da sepse; e depois, numa fase tardia, os
niveis de AVP passam a se encontrar paradoxalmente baixos para o grau de
hipotensdo (CORREA; PANCOTO; DE OLIVEIRA-PELEGRIN; CARNIO et al., 2007)
(GIUSTI-PAIVA; BRIAN SANTIAGO, 2010).

Durante a fase inicial da sepse, a ativacdo do hipotdlamo promove intensa
secrecdo de AVP (GIUSTI-PAIVA; DE CASTRO; ANTUNES-RODRIGUES;
CARNIO, 2002). Evidéncias tém demonstrado que a sepse estimula a liberagdo de
AVP, independente de variaveis fisioldgicas conhecidas por induzir a secrecao deste
peptideo (SHIMIZU; KASAI; TAKAMATA, 2009), o que sinaliza que as citocinas
poderiam ter efeito direto sobre o SHN ao modificar a secrec¢éo fisioldgica de AVP. O
questionamento sobre se a sepse poderia constituir um estimulo independente para

secrecdo de AVP ainda néao foi completamente elucidado.

No curso da sepse, que evolui para o choque séptico, a disfuncéo
neurohipofisaria tem sido descrita como fator crucial responsavel pela instalacdo do
quadro de choque (GHEORGHITA; BARBU; GHEORGHIU; CARUNTU, 2015). A
deficiéncia na producédo ou secrecdo de AVP que ocorre nesta fase da sepse nao
encontra uma explicagdo na literatura, embora seja sabido que ela exista e que este
evento seria um dos corresponsaveis pela manutencdo da instabilidade
hemodindmica e perpetuacdo do estado de choque com progressiva piora da
disfuncdo multipla de 6rgdo e sistemas frequentemente assistidos na sepse
(GIUSTI-PAIVA; BRIAN SANTIAGO, 2010).
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Quando se comparam, nos diversos estudos de sepse experimental, a curva da
secrecdo de AVP (GIUSTI-PAIVA; BRIAN SANTIAGO, 2010; GIUSTI-PAIVA;
RUGINSK; DE CASTRO; ELIAS et al., 2003) com a curva da HMGB1 plasmético
(O'CONNOR; HANSEN; PUGH; DEAK et al., 2003), observa-se uma correlagao
temporal entre a fase de hipersecrecdo de AVP com a elevagédo progressiva dos
niveis de HMGB1 no plasma. Quando os niveis de HMGB1 param de se elevar,
justamente no final da sepse para o inicio do choque séptico (O'CONNOR;
HANSEN; PUGH; DEAK et al., 2003), segue-se uma fase de “exaustdao” de AVP,
que poderia amplificar e perpetuar o estado de choque. Na fase avancada do
choque séptico, os niveis séricos de HMGB1 séo significativamente mais elevados
do que na sepse, 0 inverso acontece com 0s niveis plasmaticos de AVP (GIUSTI-
PAIVA; BRIAN SANTIAGO, 2010). Embora haja muitos estudos sobre o papel
HMGBL1 na sepse, muitos destes focam a sua acao periférica. Até onde é de nosso
conhecimento, nenhum estudo demonstrou a modulacao da atividade do SHN pela
HMGB1.

Assim, neste estudo, a sepse experimental foi realizada através do modelo de
ligadura e puncdo do ceco (CLP) para investigarmos as repercussdes sobre o
sistema hipotalamo neurohipofisario, mais precisamente na producdo de copeptina —
AVP- pelos nucleos SON e PVN, e na expresséo proteica da HMGBL.
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3 HIPOTESE

A sepse induzida através do modelo de ligadura e pun¢do do ceco (CLP)
depleta a AVP do sistema hipotdlamo neurohipofisario associado com aumento da

expressao proteica da HMGBI.
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4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se houve alteragdo no contetdo protéico da HMGB1 e da Copeptina no

sistema hipotalamo neurohipofisario durante o desenvolvimento do choque séptico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar os parametros bioquimicos durante o desenvolvimento da sepse:

albumina, creatinina, lactato e ureia.
2) Realizar a imunomarcacéo da proteina copeptina nos SONs e nos PVNs;

3) Realizar a imunomarcacao da proteina HMGB1 nos SON.
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5 METODO

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 46 ratos machos adultos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar, pesando entre 200 e 250g (dois meses de idade) fornecidos pelo Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

Os animais foram mantidos em ambiente com luz (12h de claro — 12h de
escuro) e temperatura controladas (22 + 2°C) com livre acesso a agua e alimentacao
sélida. Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal e com anuéncia do
Comité de Etica para o uso de animais da Universidade Federal de Pernambuco.
Para minimizar o sofrimento, critérios de humanizacdo previamente descritos
(NEMZEK; XIAO; MINARD; BOLGOS et al., 2004) foram utilizados como critérios
para eutanasia dos animais com sinais de grande sofrimento. Idealmente, as
perguntas cientificas devem ser respondidas sem sujeitar os animais da pesquisa a
qualquer sofrimento e isso é possivel em alguns estudos de choque nos quais 0s
procedimentos e a eutandsia posterior sdo realizados completamente sob anestesia
(SCHNAIDER; SOUZA, 2003). Ao término dos experimentos, os animais foram pré-
anestesiados com isoflurano, anestesiados e eutanasiados por decapitacao
utilizando-se guilhotina prépria para roedores. Todos 0s experimentos executados
com o animal vivo foram supervisionados pela médica veterinaria Claudia Paiva de

Oliveira.

5.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os ratos foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo 1 (CLP —
ligadura e puncao cecal) e grupo 2 (cirurgia simulada- CTR). Cada grupo foi dividido
em 3 (trés) subgrupos de acordo com o tempo de inducédo a sepse pelo CLP. Os

animais foram estudados nos tempos 0, 6, 12 e 24 horas, respectivamente.
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e Grupo 1 (CLP): composto de 24 animais, distribuidos em trés subgrupos

(0, 6, 12 e 24 horas) de acordo com o tempo de exposicao a sepse;

e Grupo 2 (CTR): composto de 24 animais, distribuidos em trés subgrupos
(0, 6, 12 e 24 horas) de acordo com o tempo da realizagdo da cirurgia

simulada.

5.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.3.1 Modelo Experimental de Sepse

O modelo de sepse mais amplamente utilizado € o modelo de ligadura e
puncdo cecal (CLP), que € reconhecido como tendo uma compatibilidade
significativa com a sepse humana (DEJAGER; PINHEIRO; DEJONCKHEERE;
LIBERT, 2011; HUBBARD; CHOUDHRY; SCHWACHA; KERBY et al., 2005). Ap6s
a realizacdo do CLP, sédo produzidas respostas imunes, hemodinamicas e
bioquimicas semelhantes a sepse humana (WICHTERMAN; BAUE; CHAUDRY,
1980). No entanto, uma etapa critica desse modelo é a reprodutibilidade da mesma
quantidade de vazamento intestinal. Por isso é importante que este procedimento
seja realizado de forma padronizada e uniforme para criar uma configuracao
controlada com um numero minimizado de variaveis, para desta forma facilitar a
comparacao de resultados experimentais entre grupos laboratoriais (RITTIRSCH,;
HUBER-LANG,; FLIERL; WARD, 2009).

A sepse foi induzida através do modelo de CLP conforme descrito a seguir
(TUON; COMIM; PETRONILHO; BARICHELLO et al., 2008). Inicialmente os
animais foram pré-anestesiados com isoflurano (Cristalia®) em camara de inducéo
na capela de exaustdo. Na sequéncia foram anestesiados por injecdo intraperitoneal
com uma mistura de cetamina (Dopalen,Ceva®) na dose 100 mg/Kg de peso
corporal e xilasina (Anasedan, Ceva®) na dose de 10 mg/Kg de peso corporal. O
objetivo do uso da anestesia foi deprimir o SNC e bloquear a percepgao da dor.
Posteriormente foi realizada uma incisdo abdominal de 2 cm de comprimento,

suficiente para expor o intestino delgado e ceco adjacente (Figura 4).
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O ceco foi cuidadosamente isolado para evitar danos aos vasos sanguineos e
foi fortemente ligado logo abaixo da valvula ileocecal com uma linha de seda n°4,
sem causar obstrucéo intestinal. O ceco foi perfurado 2 vezes com uma agulha de
calibre 16G préximo a ligadura e recolocado no interior da cavidade abdominal. A

incisdo abdominal foi fechada com linha de sutura nylon 4.0.

O grupo controle foi submetido ao mesmo procedimento cirirgico de abertura
da cavidade abdominal e manipulacéo intestinal sem ocorrer neste, a perfuracéo e
puncdo do ceco (cirurgia simulada- CTR) (BURAS; HOLZMANN; SITKOVSKY,
2005)

Figura 4 — Diagrama do modelo de ligadura e pung¢éo do ceco.

v Vilvula
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Fonte: Extraido de Buras et al., 2005.

A cetamina é um anestésico dissociativo que produz efeitos de imobilidade e
depresséao respiratéria. A acao da cetamina, bloqueador do receptor NMDA (N-metil-
D-aspartato), deve-se a interrup¢do entre o cOrtex sensorial e areas limbicas de
associacao (por isso o termo dissocia¢do). A cetamina foi o anestésico de escolha
para o desenvolvimento desta pesquisa pelo fato de ser rapida, possuir acdo curta,
ser de facil administragdo e possuir ampla margem de seguranca. A xilasina (a-2
agonista) € um potente sedativo que age via depressdo do SNC e atua como

relaxante muscular.

A mistura anestésica promove aproximadamente 30 minutos de anestesia no

plano cirdrgico grau lll. Este tempo € suficiente para a realizacdo dos procedimentos
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experimentais. Caso fosse necessério, a anestesia poderia ser suplementada com

20-50% da dose administrada inicialmente, até garantir a obteng&o do grau cirargico.

5.3.2 Coleta sanguinea

Ao término do experimento, (0, 6, 12 e 24 horas ap0s a realizacado do CLP ou
cirurgia simulada), os animais foram pré-anestesiados. Na sequéncia eles
receberam uma dose anestésica propria para a realizacdo da eutanasia
(cetamina/200 mg/Kg de peso corporal e Xilasina /10 mg/Kg de peso corporal). Eles
foram fixados em uma superficie para o procedimento de abertura da cavidade
toracica. Foi realizado primeiramente um corte na parede do abdome expondo-se o
processo xiféide. Este corte realizado em forma de “V” na musculatura e costelas,
permitiu a exposi¢cdo do coracdo na cavidade toracica. Uma seringa de 3 ml foi
introduzida no ventriculo esquerdo do coragdo para a coleta de sangue. Foram
coletados 5% do volume sanguineo do animal (sangue arterial) por puncao

intracardiaca.

e Dois mil microlitros/2ml foram coletados em uma seringa com anti-
coagulante (EDTA) e acondicionados em tubo contendo EDTA (BD
Vacutainer®). Em seguida o sangue foi centrifugado a 3500 rpm, por 15
min. O plasma foi coletado e armazenado em freezer -20° para posterior
andlise. O plasma foi utilizado para a dosagem do lactato com kit da
LabTest®.

o Mil microlitros/1ml de sangue foram coletados em seringa sem
anti-coagulante para obtencao de soro e acondicionados em tubo seco
(BD Vacutainer®). Apés o tempo de coagulacdo, o sangue foi
centrifugado & 3500 rpm, por 15 min. O soro foi utilizado para andlises
bioquimicas dos seguintes parametros: albumina, ureia e creatinina

(dosadas através de kits da LabTest ®).
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5.3.3 Perfusao Transcardiaca

Ao final da coleta sanguinea, uma canula acoplada a uma bomba peristaltica
foi introduzida no ventriculo esquerdo do coracdo e presa na area por uma pinca
hemostatica. A bomba foi acionada em velocidade compativel com a manutencédo da
integridade dos vasos sanguineos. Inicialmente foi infundido 100 ml de solugéo
salina (Nacl, 0,9%) a temperatura ambiente para remoc¢édo do sangue dos vasos.
Este procedimento previne a formacao de coagulos e propicia a correta penetracao
do fixador nos tecidos. A perfusdo com salina foi seguida da infusdo de 500 mL
solucdo fixadora (4% de paraformaldeido, pH 7,4, em 4° C) (SIGMA-
ALDRICH/P6148). Quando foi observada a contracdo dos membros superiores,
indicando a chegada do fixador nesta regido, foi adicionado gelo sobre a cabeca do

animal, para minimizar a degradacédo proteica no encéfalo.

5.3.4 Procedimentos Imunohistoquimicos

Ao final da passagem do fixador, foi realizada a decapitagdo do animal
utilizando-se guilhotina propria para roedores. Os encéfalos foram retirados do
cranio e poés-fixados na mesma solucdo fixadora acrescida de sacarose (30%)
durante 4 horas. Apds esse periodo, foram armazenados em solucao crioprotetora
(Tampéo fosfato de sédio PBS - mais sacarose 30%) até o momento da realizacéo

dos cortes.

Os encéfalos foram criosseccionados em cortes coronais de 40um de
espessura utilizando-se criostato de congelamento (Criostato-Leica®) a - 20°C.
Cinco séries de cortes foram coletadas, para cada animal, em placa de acrilico (24

cavidades) com solucao anticongelante e armazenadas a -20°C.
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5.3.4.1 Imunohistoquimica contra a Proteina Copeptina

Uma série de cortes foi submetida a reacdes de imunohistoquimica contra
proteina Copeptina. Nesse procedimento 0s cortes coronais da série foram
removidos da solucdo anti-congelante e submetidos a lavagens em PBS (3 x 10
min). Na sequéncia foi realizada a recuperagao antigénica dos cortes em tampéo
Borato por 60 minutos no banho maria a 60°C e lavagens em PBS (3 x 10 min).
Apos as lavagens os cortes foram incubados por 30 minutos em peroxido de
hidrogénio (H202) diluido em PBS para bloquear a atividade da peroxidase
endégena. Em seguida foram realizadas as lavagens em PBS (3 x 10min) e
incubacédo por 60 minutos em solucdo de blogueio dos sitios inespecificos de unido

ao anticorpo composta por PBS, Triton (0,3 %) e soro albumina bovina (BSA 22%).

Os cortes foram incubados em solugdo com anticorpo primario anti-copeptina
(feito em cabra) por 24 h (Santa Cruz — 7812). Esta solugcdo € composta por PBS,
Triton (0,3 %), soro albumina bovina (BSA 22%) e anticorpo contra a proteina
Copeptina (1:300). ApG6s o periodo de incubacédo os cortes foram submetidos a
lavagens em PBS (3 x 10 min) e posteriormente incubados em solugdo com
anticorpo secundario por 90 min. Esta solucdo é composta por Triton (0,3%), PBS e
anticorpo secundario biotinilado feito em rato contra cabra (1:500) (Santa Cruz -
2489). Em seguida, os cortes foram novamente submetidos a lavagens com PBS (3
x 10 min) e outra incubac¢éo (90 min) com complexo Avidina-Biotina 1% (Santa Cruz
- 516216). Apos esse periodo de incubacdo, os cortes foram lavados em PBS (3 x
10 min). Em seguida foi realizada a revelagéo.

Inicialmente os cortes ficaram incubados por vinte minutos numa solucdo de
3,3-diaminobenzidina (DAB/Sigma-Aldrich D5637) diluido em solucdo de PBS. Apos
0S vinte minutos, os cortes foram incubados por aproximadamente mais vinte
minutos na mesma solucéo anterior (DAB diluido em PBS) acrescido de peroxido de
hidrogénio até os cortes obterem a cor marrom claro. Para neutralizar esta reacéo,

os cortes foram submetidos a lavagens com PBS.

Os cortes foram montados em laminas previamente gelatinizadas, passaram
por processos de desidratacdo e diafanizacdo e foram, por fim, cobertos com

laminulas e Entellan (MERCK). No processo de desidratacdo ocorre imersdo dos
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cortes em uma sequéncia crescente de concentracbes de alcoois (70%, 90%, 100
%-I, 100 %-Il - 5 min em cada) seguido de diafaniza¢cdo em xilol (Xilo-I, 5 min, Xilol-
[l, 5 min).

5.3.4.2 Imunohistoquimica contra a Proteina HMGB-1

Uma série de cortes foi submetida a reacdes de imunohistoquimica contra
proteina HMGB-1. Nesse procedimento os cortes coronais da série foram removidos
da solugdo anti-congelante e submetidos a trés séries de lavagens. Na primeira
foram lavados em PBS (3 x 10 min), na segunda com agua oxigenada 3% (1 x 5
min) (para blogquear a atividade da peroxidase enddgena e de alguns sitios
inespecificos de unido ao anticorpo) e na terceira hovamente em PBS (3 x 10 min)

para remover os residuos do pés fixador.

Em seguida foram incubados em solugdo com anticorpo primério anti-HMGB-
1 (feito em rato) por 48 h. Esta solucdo € composta por PBS, Triton (0,3 %), soro
normal de cabra (NGS 5%) e anticorpo contra a proteina HMGB-1 (1:500) (Santa
cruz - 56698). Durante a incubacao os cortes permaneceram em recipientes de 1,5
ml posicionados em uma incubadora agitadora refrigerada (Marconi-MA83). Apés a
incubacdo os cortes foram submetidos a lavagens em PBS (3 x 10 min) e
posteriormente incubados em solucdo com anticorpo secundario por 90 min. Esta
solucéo € composta por Triton (0,3%), PBS e anticorpo secundario biotinilado feito
em cabra contra rato (1:800) (PA1-28567).

Em seguida, os cortes foram novamente submetidos a lavagens com PBS (3
x 10 min) e outra incubacao (90 min) com complexo avidina-biotina-peroxidase 1%
(Vectastain, Camon, Wiesbaden, Alemanha). Apés esse periodo de incubacéo, os
cortes foram lavados em PBS (2 x 10 min) e acetato de sodio (2 x 10 min) sendo em
seguida realizada, durante 5 minutos, a reacdo de revelacdo imunoperoxidase com
3,3-diaminobenzidina (DAB/Sigma D5637 diluido em solucdo de &gua destilada,
niquel sulfato aménio (NAS), acetato de sodio (0.2 M), cloreto de ambnio e B-d-
Glucose). Apos esta reacao foi acrescentada na solugdo anterior a Glucose oxidase

até os cortes obterem a cor marrom claro/purpura. Para neutralizar esta reacéo, 0s
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cortes foram submetidos a lavagens com acetato de sédio (2 x 10 min) e PBS (2 x
10 min). Os cortes foram montados de forma semelhante aos submetidos ao

processo de imunohistoquimica contra a proteina Copeptina.

5.3.4.3 Andlise quantitativa da marcagéo de neurdnios

A identificacdo, delimitacdo e quantificacdo das imunomarcacdes para
copeptina e HMGB1 nos nucleos SON e PVN foram realizadas a partir de
fotomicrografias adquiridas por meio de uma cémara digital (Samsung SHC-
410NAD) adaptada a um microscopio (Olympus BX50), e um computador (Funtech).
As aquisicdes das imagens foram realizadas com magnificacdo de 40 e 100 com o

auxilio do software TV Turner Application e Motic Image Plus 2.0.

Para a identificacdo e delimitacdo das areas estudadas foi utilizado como
referéncia o Atlas Estereotéxico de Ratos (Paxinos; Watson, 2005). A andlise dos
neurdnios copeptinérgicos do PVN foi realizada a partir de marcacdes evidentes nos
niveis de bregma -1,80 e -1,92. A andlise dos neurbnios copeptinérgicos do SON foi
realizada a partir de marcacbes evidentes nos niveis de bregma -1,08 e -1,32
(figuras 5 e 6). Neste mesmo nivel de bregma foi realizada a analise da HMGB1 no
SON.

A intensidade das imunomarcacfes apresentadas pelos nucleos (SON e
PVN) foram analisadas através do programa Image-Pro Plus 6.0. Primeiramente
determinamos a area (mm?) de interesse do nlcleo estudado e em seguida as
marcacgdes existentes dentro dessa &rea foram selecionadas e quantificadas. O
software calculou a area das marcacdes e calculou a razdo: area da marcacao/area

de interesse.
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Figura 5 — Representagdo esquematica da localizacdo do SON (nucleo supradpticos) e PVN (ndcleo
paraventricular) em corte coronal do encéfalo. As linhas tracejadas demarcam a area do PVN e a

linha continua circunscreve o SON.

¥

Fonte: Esquema extraido do Atlas Paxinos; Watson 2005.

Figura 6 — Fotomicrografia ilustrando a localizagdo do SON (nucleo supradpticos) e PVN (ndcleo
paraventricular) em corte coronal do encéfalo. As linhas tracejadas demarcam a area do PVN e a

linha continua circunscreve o SON.
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Fonte: A autora, 2020.
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6 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da meédia (EPM) e
foram analisados pelo teste de analise de variancia de duas vias (Two-Way) ANOVA
seguido do pos-teste de Bonferroni’s Multipli Comparison. O nivel de significancia

para rejeicdo da hipdtese de nulidade foi fixado em 5% (p<0.05).
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7 RESULTADOS

Inicialmente foram selecionados 48 animais para 0 experimento, dos quais
vinte e quatro participaram do grupo CLP e vinte e quatro o grupo CTR. Cada um
desses grupos foram subdivididos de acordo com o tempo de observacdo apds a
inducéo a sepse ( Oh, 6h, 12h e 24horas). A primeira etapa da pesquisa consistiu em
determinar o percentual de sobrevivéncia em 24 horas. Como pode ser observado
(figura 7), 25% dos animais submetidos ao CLP (subgrupo 24h) sobreviveram. Apos
analisarmos o grafico, decidimos excluir o subgrupo 24h, visto que seria necessario
sacrificar um numero muito grande de animais para chegarmos ao nosso “n”
experimental. No grupo (CLP — 12h), dos onze animais submetidos ao CLP, seis
(55%) sobreviveram até as 12h e cinco morreram. Todos os animais (100%) dos
grupos CTR (cirurgia simulada) sobreviveram. Entre os grupos CLP dos subgrupos

0 e 6 horas a sobrevivéncia foi de 100%.

Figura 7 — Percentual de sobrevivéncia dos animais CTR: controle; CLP: ligacdo e puncdo cecal em

relacdo ao tempo de observacado dos animais (0, 6, 12 e 24 h).
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Fonte: A autora, 2020.
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7.1 ANALISE DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Dosagem de Albumina

No grupo 12h, foi verificada uma redugéo significativa nas concentragbes da
albumina de 44% (p< 0,001) (CLP versus CTR) (figura 8). Os animais CTR e CLP do

subgrupo Oh apresentaram valores semelhantes da albumina.

Figura 8 — Concentracdes séricas de Albumina. CTR: controle; CLP: ligacdo e puncéo cecal. O valor

apresentado entre parénteses representa a quantidade de animais por grupo estudado. .***p<0,001,

CLP 12h versus CTR 12h. As barras representam a média + EPM.
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Fonte: A autora, 2020.

Dosagem de Creatinina

Analisando as concentracdes de creatinina no grupo Oh, verifica-se uma
semelhanca entre os valores obtidos entre os subgrupos CTR e CLP. Mudancgas

significativas foram observadas quando o perfil temporal da sepse foi avaliado
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(grupo CLP). Desta forma, os resultados mostram aumento significativo (p<0,001) da
creatinina plasmatica apés 6h quando comparado com Oh (figura 9).

Figura 9 — Concentra¢@es séricas de creatinina. CTR: controle; CLP: Ligacao e puncao cecal. O valor
apresentado entre parénteses representa a quantidade de animais por grupo estudado. *p<0,05, CLP
Oh versus CLP 6h. As barras representam a média = EPM.
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Fonte: A autora, 2020.

Dosagem de Ureia

Analisando as concentracdes de ureia no grupo Oh, ndo verificamos diferenca
entre os valores obtidos de CTR e CLP. No tempo 6h verifica-se um aumento
significativo (p<0,05) no grupo CLP comparado ao CTR. Quando observamos o
grupo 12h, embora ndo seja verificada diferenca estatistica entre os CLP e CTR,
encontramos um aumento nas concentracdes de ureia de 54% (CLP Oh versus CLP
12h) (figura 10).
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Figura 10 — Concentracdes séricas de Ureia. CTR: controle; CLP: ligacdo e puncao cecal. O valor
apresentado entre parénteses representa a quantidade de animais por grupo estudado. *p<0,05, CLP
6h versus CTR 6h. As barras representam a média + EPM.
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Fonte: A autora, 2020.

Dosagem de Lactato Plasmatico

Como pode ser observado na figura 11, entre CTR e CLP, no grupo Oh, foram
obtidos valores similares para o lactato plasmatico. No tempo 6h verifica-se um
aumento significativo em torno de 66% (p<0,01) nas concentracdes de lactato em
CLP comparado ao CTR. Quando comparamos os valores de lactato no grupo 12h,
apesar de ndo apresentar diferenca estatisticamente significativa, podemos observar

uma diferenca de 42% maior para o grupo CLP.
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Figura 11 — Concentragdes plasmaticas de Lactato. CTR: controle; CLP: Ligacéo e puncao cecal. O
valor apresentado entre parénteses representa a quantidade de animais por grupo estudado.
**n<0,01, CLP 6h versus CTR 6h. As barras representam a média + EPM.
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Fonte: A autora, 2020.

7.2 ANALISE DAS IMUNOMARCACOES PARA COPEPTINA

Analisando as fotomicrografias do SON e PVN (figura 12) de animais CTR e
CLP, foram observadas imunomarcacfes positivas para copeptina (marcador
indireto da AVP). Ao contrario da hipétese inicial, as imagens da imunohistoquimica
evidenciam que nos tempos estudados (0, 6, 12 h) ndo houve deplecdo de AVP nos
nucleos (SON e PVN), o que sugere ndo haver comprometimento a nivel de sintese
do peptideo.

Entre os CTR e CLP, ndo foram encontradas diferencas na quantificacdo das
imunomarcacdes de copeptina nos PVNs nos tempos estudados (figura 13).
Analisando a expressao dos neurdnios magnocelulares do SON, percebe-se que em
6h foi observado um aumento na expressao da copeptina no CTR e no CLP (figura
14). *p<0,05; CTR 6h versus CTR 0Oh **p<0,01, CLP 6h versus CLP Oh.
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Figura 12 — Fotomicrografias ilustrando a imunorreatividade para copeptina em secc¢des coronais do
SON (nucleo supradptico) e PVN (ndcleo paraventricular) de animais CTR (controle) e CLP (ligadura
e puncgédo cecal) (CLP 6h e CLP 12h). As linhas tracejadas demarcam a area do PVN e a linha
continua circunscreve o SON. As imagens foram obtidas por microscopio Optico. Magnificacdo de
40x. Escala: 100um.
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Fonte: A autora, 2020.
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Figura 13 — Marcagdes imunorreativas para copeptina nos nucleos paraventriculares (PVN). CTR:
controle; CLP: Ligacdo e puncdo cecal. O valor apresentado entre parénteses representa a

quantidade de animais por grupo estudado. Os dados estao expressos em média (média = EPM).
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Fonte: A autora, 2020.

Figura 14 — Marcagfes imunorreativas para copeptina nos nucleos supradpticos (SON). CTR:
controle; CLP: Ligacdo e puncdo cecal. O valor apresentado entre parénteses representa a
quantidade de animais por grupo estudado. *p<0,05; CTR 6h versus CTR Oh **p<0,01, CLP 6h versus
CLP Oh. Os dados estao expressos em média (média = EPM).
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Fonte: A autora, 2020.
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7.3 ANALISE DAS IMUNOMARCACOES PARA HMGB1

Ao avaliarmos as imunomarcacfes para HMGB1 do SON de animais CTR e
CLP, ndo foram encontradas diferencas entre os tempos estudados (0 e 6h) (figura
16). Entre os CTR e CLP, ndo foram encontradas diferencas na quantificagdo das
imunomarcacoes de HMGB1 nos SONs nos tempos estudados (figura 15).
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Figura 15 — Fotomicrografias ilustrando a imunorreatividade para HMGB1 em secg¢bes coronais do
SON (nucleo supradptico) de animais CTR (controle) e CLP (ligadura e puncédo cecal). As imagens

foram obtidas por microscépio 6ptico. Magnificacdo de 100x. Escala: 100um.
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Fonte: A autora, 2020.



51

Figura 16 — MarcacgGes imunorreativas para HMGB1 nos nucleos supraopticos (SON). CTR: controle;

CLP: Ligacdo e puncédo cecal. O valor apresentado entre parénteses representa a quantidade de

animais por grupo estudado. Os dados estdo expressos em média (média £ EPM).

Fonte: A autora, 2020.
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8 DISCUSSAO

A sepse continua sendo um desafio clinico prevalente, pois sua fisiopatologia
€ complexa e envolve multiplos aspectos da interacdo entre 0s microrganismos

infectantes e o hospedeiro.

Para investigar os complexos mecanismos moleculares da sepse, Varios
modelos experimentais foram desenvolvidos, sendo o mais utilizado o modelo de
CLP. Ele é caracterizado pela sua simplicidade, reprodutibilidade e por proporcionar
o controle do grau de contaminacdo bacteriana, através da escolha do calibre da
agulha e do numero de perfuracdes realizadas no ceco (HUBBARD; CHOUDHRY;
SCHWACHA; KERBY et al., 2005). Neste modelo, a sepse € originaria de um foco
infeccioso polimicrobiano dentro da cavidade abdominal, seguido de translocagao
bacteriana no compartimento sanguineo, o que desencadeia uma resposta
inflamatoria sistémica (RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008). Apds a realizacdo do
CLP no animal, sdo produzidas respostas imunes, hemodindmicas e bioquimicas
semelhantes a sepse humana (WICHTERMAN; BAUE; CHAUDRY, 1980).

8.1 PERCENTUAL DE SOBREVIVENCIA

Neste trabalho os animais submetidos ao CLP apresentaram 0s sintomas
descritos para sepse, tais como: letargia, pieloerecdo e secrecdo na area ocular,
enguanto 0os animais do grupo controle permaneceram ativos nas gaiolas. A taxa de
sobrevivéncia no grupo CLP-12h foi de 55%. Um percentual de sobrevivéncia em
torno de 30% foi observado no grupo CLP-24h. Cérrea e cols. utilizaram o modelo
de CLP, no qual eles realizaram vinte perfuracbes com agulha calibre 16G e
encontraram uma taxa de sobrevivéncia em 24h (20%) Tendo em vista a baixa taxa
de sobrevivéncia observada no presente estudo pode-se inferir que se trata de um
modelo de sepse agressiva que se assemelha a trabalhos previamente descritos
(CORREA; PANCOTO; DE OLIVEIRA-PELEGRIN; CARNIO et al., 2007). Ademais

a mortalidade encontrada neste estudo em 12h é similar a observada na clinica (50-
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60%) em decorréncia do choque séptico, tornando o modelo de CLP com duas
perfuracbes, adequado para o0 desenvolvimento do estudo (MARTIN;
BRUNKHORST; JANES; REINHART et al., 2009).

8.2 DADOS BIOMIQUIMICOS

Pacientes com infeccbes graves, grandes traumas ou doencas criticas
frequentemente desenvolvem sinais clinicos e bioquimicos de disfungcédo de multiplos
orgaos, ainda que os orgdos afetados possam néo ter sido diretamente danificados
pelo insulto original (SINGER; DE SANTIS; VITALE; JEFFCOATE, 2004). Durante a
sepse, a liberacdo de mediadores inflamatorios por células imunes inatas resultam
na ativacdo da coagulacdo, vasodilatacdo, vazamento endotelial, rolagem e
extravasamento de neutrofilos e mediadores inflamatérios para o espaco
extravascular (ANGUS; VAN DER POLL, 2013).

Os animais do subgrupo 12h que foram submetidos ao CLP, apresentaram
uma reducgéo nas concentracdes de albumina quando comparados aos animais CTR
do mesmo subgrupo. No estudo de Fleck et al., foram evidenciados resultados
semelhantes aos obtidos neste estudo, pois as concentracdes de albumina estavam
reduzidas entre os pacientes com sepse (FLECK; HAWKER; WALLACE; RAINES et
al., 1985). E importante ressaltar o impacto clinico da hipoalbuminemia, pois ela esta
associada a maiores taxas de mortalidade. Reinhardt et al., relataram mortalidade de
25% apos trinta dias de uma concentragao sérica de albumina menor que 34g/l, e a
mortalidade aumentou para 62% quando a concentracao caiu para 20g/lI durante a
hospitalizacdo (FINFER; BELLOMO; MCEVOY; LO et al., 2006; REINHARDT;
MYSCOFSKI; WILKENS; DOBRIN et al., 1980).

Niveis alterados de creatinina e ureia sdo frequentemente encontrados em
pacientes com sepse, visto que, mudancas nas concentracdes plasmaticas é uma
das caracteristicas da disfungéo renal e/ou hipoperfuséo tecidual (LIAW; CHEN; LAlI;
CHEN et al.,, 2005). Ao analisar o perfil temporal da sepse em nosso estudo,
verificamos que em 6h apdés o CLP temos aumento nas concentracdes plasmaticas

de creatinina e de ureia. Resultado semelhante foi encontrado no estudo de Pinto et
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al., no qual os ratos submetidos ao CLP apresentaram valores de creatinina e ureia
superiores aos encontrados nos animais controle. Neste mesmo estudo, também foi
verificado que a depuracdo de creatinina no grupo CLP estava diminuida,
confirmando a ocorréncia de disfuncdo renal induzida por sepse. Portanto, 0s
resultados de ureia e creatinina sugerem que nos tempos estudados existe

disfuncéo renal.

Embora néo tenha apresentado significado estatistico, em 12h houve uma
reducdo nas concentracbes de creatinina, apresentando um outro perfil para
creatinina como descritos por alguns autores (WELLS; LIPMAN, 1997); (DOlI;
YUEN; EISNER; HU et al., 2009); (LEELAHAVANICHKUL; SOUZA; STREET; HSU
et al.,, 2014). Singer e cols. descreveram que a sepse pode reduzir a producéo de
energia e a taxa metabdlica por causa da liberagcdo de mediadores hormonais e
inflamatorios, levando a reducao da producdo muscular de creatinina (SINGER; DE
SANTIS; VITALE; JEFFCOATE, 2004). No desenvolvimento da sepse ocorre falha
na circulacdo e reducdo da perfusdo capilar microvascular, que pode reduzir a
liberacdo de creatinina muscular, conversdo de creatina/creatinina no figado e/ou
liberacdo na circulacdo (PIPER; PITT-HYDE; LI; SIBBALD et al., 1996).

No que concerne as concentracdes de lactato, observou-se um aumento
significativo em suas concentracdes no grupo séptico em 6h. Tendo em vista que as
concentracbes de creatinina e ureia, assim como o0 lactato aumentaram

simultaneamente, podemos inferir que ja ha a presenca de disfuncao organica.

O lactato tem se mostrado um biomarcador valioso para prognostico da sepse,
ja que niveis elevados tém sido associados com alta mortalidade (HOWELL;
DONNINO; CLARDY; TALMOR et al., 2007; MIKKELSEN; MILTIADES; GAIESKI,
GOYAL et al., 2009; SHAPIRO; HOWELL; TALMOR; NATHANSON et al., 2005).
Neste sentido, um estudo avaliou 86 pacientes com choque séptico e verificou que a
mortalidade hospitalar aguda foi significativamente maior em pacientes com nivel
sérico mais alto de lactato do que naqueles com niveis menores (LEE; KIM; KIM;
JEONG et al., 2015). Na hipoxia tecidual, o lactato € superproduzido pelo aumento
da glicolise anaerdbica. A depuracao do lactato ocorre tipicamente no figado (60%),
seguida pelo rim (30%) e, em menor grau, por outros 6rgdos (coracdo e musculo

esquelético). A depuracéo do lactato ndo pode superar a producéo de lactato e pode
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piorar durante o estado critico. O estado de choque séptico com disfuncédo hepética
e lesdo renal aguda eleva os niveis de lactato devido a diminui¢cdo da depuracao de
lactato (LEE; KIM; KIM; JEONG et al., 2015).

8.3 SEPSE E VASOPRESSINA

A sepse € uma resposta inflamatoéria sistémica resultante de uma interacao
complexa entre hospedeiro e agente infeccioso (BONE; BALK; CERRA,
DELLINGER et al., 1992; VINCENT; KORKUT, 2008) levando a producdo e
liberacdo excessivas de mediadores inflamatérios que podem direta ou
indiretamente ativar o SNC, causando encefalopatia e afetando certas fun¢des do
corpo, incluindo a secre¢cdo hormonal (BERG; MOLLER; BAILEY, 2011; KOVACS,
2002; MCCANN; KIMURA; KARANTH; YU et al., 2000; SEMMLER; OKULLA;
SASTRE; DUMITRESCU-OZIMEK et al.,, 2005; SHARSHAR; ANNANE; DE LA
GRANDMAISON; BROULAND et al., 2004).

Entre as alteragcbes neuroendocrinas que ocorrem durante a sepse, a
secrecao bifasica da secrecdo de AVP tem sido extensivamente estudada e ja foi
descrita em humanos e modelos animais (LANDRY; LEVIN; GALLANT; ASHTON et
al., 1997; OLIVEIRA-PELEGRIN; RAVANELLI; BRANCO; ROCHA, 2009;
SHARSHAR; BLANCHARD; PAILLARD; RAPHAEL et al., 2003). Na fase inicial da
sepse sdo observadas altas concentracdes plasmaticas de AVP. No decorrer desse
processo fisiopatoldgico, apesar da queda da volemia e da pressao arterial, a
concentracdo de AVP permanece em valores basais (também denominada de
secrecdo inadequada de AVP), o que contribui para hipotensdo e choque cardio-
circulatorio. (CORREA; PANCOTO; DE OLIVEIRA-PELEGRIN; CARNIO et al., 2007;
GIUSTI-PAIVA; DE CASTRO; ANTUNES-RODRIGUES; CARNIO, 2002; KASTING;
HOLLAND; PINTO, 1985; LANDRY; LEVIN; GALLANT; ASHTON et al.,, 1997,
SHARSHAR; BLANCHARD; PAILLARD; RAPHAEL et al., 2003).

Uma hipotese para a secrecdo inadequada de AVP na fase tardia da sepse
seria a reducao da expressao génica, que resultaria numa menor producao de AVP
(OLIVEIRA-PELEGRIN; DE AZEVEDO; YAO; MURPHY et al., 2010). Diante disso,
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um dos objetivos desse trabalho foi investigar se durante o desenvolvimento da
sepse experimental, a expressao proteica de AVP estaria comprometida.

Nesse estudo, nos diferentes tempos estudados (0, 6, 12h) ndo houve
alteracdes na imunomarcacdo da copeptina (marcador indireto de AVP) no PVN.
Resultado semelhante foi obtido por Sonneville et.al, ao estudar o PVN de pacientes
que morreram de choque séptico e ndo-séptico (SONNEVILLE; GUIDOUX;
BARRETT; VILTART et al., 2010). A imunohistoquimica do PVN nao revelou
diferenca na expressao proteica de AVP entre os dois grupos. Deste modo, pode-se
sugerir que a sepse néo foi capaz de promover alteracdo na expressao proteica de
AVP no PVN.

Ao analisar as imunomarca¢fes no SON, foi visto que em 6h ocorreu um
aumento significativo da expresséo proteica de copeptina entre CTR 0 e 6h. O
aumento de AVP apresentado pelo grupo CTR pode ser atribuido ao estresse da
manipulacdo, ao dano cecal, e a ativacdo de osmorreceptores viscerais. Durante
uma cirurgia abdominal, sem alteracdes de pressao sanguinea e osmolalidade, os
estimulos nervosos gerados pela manipulacdo do peritdnio sédo fatores importantes
para o aumento da secrecdo de AVP, por via sistema autdbnomo (MELVILLE;
FORSLING; FRIZIS; LEQUESNE, 1985)

De forma similar ao grupo controle os dados mostram um aumento
significativo da imunomarcacéo para copeptina no SON entre os grupos CLP 0 e 6h,
0 gue sugeririam um efeito temporal, contudo, entre os animais CLP e CTR 0 e 6h
apresentam valores similares e, portanto, esse aumento foi decorrente do “estresse”
cirargico.

Resultados publicados previamente mostraram que nao houve diferencas na
expressdo de RNAm de AVP entre SON e PVN entre os grupos choque séptico
experimental, mas revelou diferencas no conteddo hormonal. O choque séptico foi
associado com uma diminuicdo da expressao proteica de AVP na hipdfise posterior
e SON, e aumento da expressao proteica de AVP no PVN. Os autores sugeriram
que a traducdo do RNAmM de AVP e/ou o transporte do peptideo podem ser
diferentemente regulados pelos neurdnios magnocelulares do SON e PVN
(SONNEVILLE; GUIDOUX; BARRETT; VILTART et al., 2010).
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Esses dados complementam os achados de Oliveira-Pelegrin e cols., no qual
eles compararam alteragfes nas concentragdes plasméticas de AVP com mudancas
encontradas no hipotalamo de animais submetidos ao CLP. Em ratos CLP, 24h ap0s
o estimulo, foi observado um aumento do conteido de AVP no SON e PVN, porém
esse aumento ndo foi visto na hipofise posterior, sugerindo diminui¢cdo do transporte
axonal (OLIVEIRA-PELEGRIN; RAVANELLI; BRANCO; ROCHA, 2009).

Na fase tardia da sepse, as concentracdes de AVP assumem valores basais
apesar da hipotensao persistente (CORREA; PANCOTO; DE OLIVEIRA-PELEGRIN;
CARNIO et al.,, 2007; LANDRY; LEVIN; GALLANT; ASHTON et al., 1997
SHARSHAR; BLANCHARD; PAILLARD; RAPHAEL et al., 2003). As causas dessa

gueda hormonal, apesar da hipotensdo, ndo sao totalmente claras.

Muitos estudos relatam um importante papel da interleucina-1 (IL-1), uma
citocina pro-inflamatéria, nas alteracées neuroenddcrinas associadas a sepse. Na
fase tardia da sepse, as concentracfes de IL-1, tanto periférica como central, estédo
aumentadas (DINARELLO, 2011; WAHAB; ATIKA; OLIVEIRA-PELEGRIN; ROCHA,
2013). Foi demonstrado que o bloqueio do receptor da IL-1 feito através da
administracdo central de IL-1ra (antagonista do receptor) pode reverter muitas das
respostas fisiopatolégicas que ocorrem durante a sepse, entre elas a secrecéo
inadequada de AVP durante a fase tardia (WAHAB; TAZINAFO; CARNIO; AGUILA

et al., 2015), sugerindo uma relacéo entre IL-1 e as concentracfes de AVP.

Outro neuromodulador importante na regulacdo de AVP é o éxido nitrico (NO)
(WAHAB; ATIKA; OLIVEIRA-PELEGRIN; ROCHA, 2013). A producdo de NO é
catalisada pela enzima NO sintase (NOS), sendo sintetizado por trés isoformas de
NOS: NOS endotelial, NOS neuronal e NOS induzida (NOSi) (WONG; BILLIAR,
1995). Na sepse ocorre uma producdo excessiva de NO decorrente do aumento da
expressdo da NOSi. Corréa e cols. demonstraram que no modelo de CLP h& um
aumento de AVP 6h ap0s a cirurgia e retorno aos valores basais 24h depois. O
bloqueio da NOSi com aminoguanidina, atenuou o aumento da concentragao
plasmatica de AVP observado 6h apés o CLP, contudo, ndo modificou a
concentracdo de AVP em 24h (CORREA; PANCOTO; DE OLIVEIRA-PELEGRIN;
CARNIO et al., 2007). A hiperproducao do NO proveniente da NOSi pode contribuir
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para varias alteracdes neuroenddcrinos, porém ndo parece ter papel significativo no

padréo bifasico de AVP.

Trabalhos postulam sobre um possivel comprometimento do sistema
hipotalamo-neurohipofisario durante a sepse (DEUTSCHMAN; RAJ; MCGUIRE;
KELZ, 2013) (GIUSTI-PAIVA; BRIAN SANTIAGO, 2010) (YILMAN; ERENLER;
BAYDIN, 2015). Nesse sentido, estudos prévios demonstraram comprometimento na
ativacdo de neurbnios magnocelulares, aumento de estresse oxidativo, que
poderiam resultar em apoptose dos neurdnios produtores de AVP (CORREA;
PANCOTO; DE OLIVEIRA-PELEGRIN; CARNIO et al., 2007; OLIVEIRA-PELEGRIN;
BASSO; ROCHA, 2014; OLIVEIRA-PELEGRIN; BASSO; SOARES; MARTINEZ et
al., 2013). Neurbnios em apoptose liberam seu contetdo citosélico e nuclear

podendo desencadear processos de morte celular das células vizinhas.

8.4 SEPSE E HMGB1

Em um contexto de lesao celular, ou quando a célula é exposta a agentes
inflamatorios, a HMGB1 sai dos dominios do ndcleo e ganha o ambiente extracelular
(LI; YU; YANG, 2015). A HMGBL1 entéo, liga-se a receptores como RAGE (do inglés,
Receptor for Advanced Glycation Endoproduct), TLR2 (do inglés, Toll-like Receptor-
2) e TLR4 (do inglés, Toll-like Receptor-4). A ativacdo desses receptores promove
ativacdo do NF-kB (do inglés, Nuclear Factor kappa B) conhecido por amplificar a
resposta pro-inflamatéria das citocinas (HUNG; FANG; WANG; CHENG et al., 2017).

No estudo de Wang et al., os animais foram estimulados com LPS e ap06s 8h,
eles mostraram aumento nos niveis plasmaticos da HMGB1. Ao ser administrado um
anticorpo contra a HMGB1 foi visto uma diminuicdo de 30% na letalidade,
demonstrando que o aumento da HMGB-1 esta associado com a severidade da
sepse (WANG; WARD; SAMA, 2009).

Dessa forma objetivamos investigar a expressao da HMGB1 durante a sepse
nos SONs. Nesse sentido, a hipotese seria que a sepse determinaria um aumento
da expressdo da HMGB1 levando ao desencadeamento do processo inflamatoério

e/lou apoptose e consequentemente possivel comprometimento da sintese,
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empacotamento e transporte de AVP. Li e cols. demonstraram que ap6s o CLP, a
morfologia cortical foi alterada e a expressdo de HMGB1 foi aumentada nos nucleos
dos neurdnios corticais. Apos o CLP, o HMGBL1 foi translocado para o citoplasma,
onde atuou como uma citocina pro-inflamatéria tardia. Em contrapartida, apos a
administragao do piruvato de etila (droga utilizada para inibir a liberagdo de HMGB-
1) houve reducédo de dano cerebral associado com menores niveis de HMGB-1
citosolico, sugerindo que a HMGB-1 € mediadora da resposta inflamatoria (LI; LlI;
QU; HUANG et al.,, 2017). Ao contrario do observado por Li e cols., o presente
estudo n&o encontrou diferenga na imunomarcagéo para HMGB1 entre animais CLP
e CTR.

Em suma, nossos resultados mostram que os animais submetidos ao CLP
nao apresentam alteracdo na producdo de copeptina (marcador indireto de AVP),
bem como ndo encontramos diferenca na expressdo da HMGB-1 nos nucleos SONs
em 6h.
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9 CONCLUSAO

Nos periodos (0, 6 e 12h) estudados em nosso modelo experimental, ndo
encontramos evidéncias de que a expressdo proteica de copeptina esteja
comprometida durante a sepse. Do mesmo modo, ao analisarmos os SON nao
foram observadas modificacbes na expressdao de HMGB1 sugerindo que esta
proteina ndo esté envolvida na modulagéo de AVP.
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ABSTRACT
Sepsis is defined as a potentially fatal organ dysfunction caused by a dysregulated

host response to infection. Despite tremendous progress in the medical sciences,
sepsis remains one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide. The
host response to sepsis and septic shock involves changes in the immune,
autonomic, and neuroendocrine systems. Regarding neuroendocrine changes,
studies show an increase in plasma vasopressin (AVP) concentrations followed by a
decline, which may be correlated with septic shock. AVP is a peptide hormone
derived from a larger precursor (preprohormone), along with two peptides,
neurophysin 1l and copeptin. AVP is synthesized in the hypothalamus, stored and
released from the neurohypophysis into the bloodstream by a wide range of stimuli.
The measurement of AVP has limitations due to its plasma instability and short half-
life. Copeptin is a more stable peptide than AVP, and its immunoassay is feasible.
The blood concentrations of copeptin mirror those of AVP in many physiological
states; paradoxically, during sepsis-related organ dysfunction, an uncoupling
between copeptin and AVP blood levels appears to happen. In this review, we focus
on clinical and experimental studies that analyzed AVP and copeptin blood
concentrations over time in septic patients. The findings suggest that AVP and
copeptin behave similarly in the early stages of sepsis; however, we did not find a
proportional decrease in copeptin concentrations as seen with AVP during septic
shock. Copeptin levels were higher in nonsurvivors than in survivors, suggesting that
copeptin may work as a marker of severity or sepsis-related organ dysfunction.

KEY WORDS: infection; organ dysfunction; hypothalamus; neurohypophysis;
hormone secretion.

Abbreviations: ACTH, adrenocorticotropic hormone; ADH, antidiuretic hormone; AP,
area postrema; AV3V, anteroventral third ventricle region; AVP,vasopressin; CRH,
Corticotrophin  Releasing Hormone; CVO, circumventricular organs; HPA,
hypothalamic-pituitary-adrenal; ICU, Intensive Care Unit; INOS, induced nitric oxide
synthase; Ma, magnocellular lateral; Me, intermediocellular; MRI, Magnetic
resonance imaging; NH, neurohypophysis; NO, nitric oxide; NTS, nucleus tractus
solitaries; OXT, oxytocin; Pa, parvocellular; PVN, paraventricular nuclei; RIA,
radioimmunoassay; SHN, hypothalamic neurohypophyseal system; SON, supraoptic
nuclei.
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1. Introduction

In intensive care units, sepsis remains a challenging clinical condition, as it often
results in multiple organ dysfunction followed by high morbidity and mortality rates
[1]. Despite advances in modern healthcare, existing epidemiological studies suggest
that sepsis remains a significant burden across all economic regions [2]. The
pathophysiology of sepsis involves neuroendocrine changes that can be observed
due to the secretion of vasopressin (AVP). AVP is an essential hormone for the
regulation of water balance and blood pressure[3, 4]. The posterior pituitary is
populated by axonal terminals of hypothalamic magnocellular neurons responsible
for the secretion of AVP. The cellular bodies of these neurons are located in the
supraoptic and paraventricular nuclei of the hypothalamus [3]. AVP is derived from a
precursor protein, preprovasopressin, which consists of a signal peptide, AVP,
neurophysin Il, and copeptina [5]. Copeptin, the C-terminal part of the AVP precursor,
is produced in conjunction with AVP in an equimolar ratio [6]. Several studies have
reported that in early sepsis, AVP concentrations increase in response to falling
blood pressure. However, in later phases of sepsis, plasma concentrations of AVP
decline and even return to basal levels, despite a fall in blood pressure [7-10]. In the
present manuscript, clinical studies are reviewed. The reader will notice that these
clinical studies evaluated the concentrations of AVP and copeptin in cases of sepsis
and septic shock. Therefore, this review presents data describing whether copeptin
behaves similarly or differently than AVP and, most importantly, a discussion

regarding copeptin’s role as a biomarker.

2. Hypothalamic-Neurohypophyseal System

The hypothalamic-neurohypophyseal system (SHN) is located in the middle
portion of the anterior hypothalamus. It is comprised of two paraventricular nuclei
(PVN) on each side of the dorsolateral wall of the third ventricle, as well as two
supraoptic nuclei (SON), both nuclei are responsible for the synthesis of AVP and
oxytocin (OXT). The axons of these neurons form the hypothalamic-pituitary tract,
which terminates in the neurohypophysis (NH). It is accepted that the SHN is part of

a neural circuit with structures within the terminal lamina, which constitutes the
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anterior wall of the third ventricle, and defines the anterior border of the

hypothalamus [12].

The PVN contains both parvocellular (Pa) and magnocellular lateral (Ma) and
intermediocellular (Me) regions. The Me mainly contains oxytocinergic neurons, and
the Ma division consists largely of vasopressinergic neurons (Figure 1) [13, 14]. The
SON is bilateral to the optic chiasm and only contain magnocellular neurons [13].
Magnocellular neurons are distributed according to their phenotypes: oxytocinergic
neurons often meet anterodorsally, whereas AVP neurons are generally postventral
[15].

PVN

HIPOFISE ANTERIOR HIPOFISE POSTERIOR

Figure 1. Subdivisions of the paraventricular nucleus: the parvocellular (Pa), posterior

magnocellular lateral (Ma), and intermediocellular (Me) regions.
3. Vasopressin

AVP is also well known as antidiuretic hormone (ADH). AVP was first
characterized in 1895 by Oliver [16], who described physiological actions of AVP on

the cardiovascular system, showing that neurohypophyseal extracts had potent
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vasoconstricting effects. Three decades later, the hormone was renamed ADH due to
its effects in the collecting duct of the kidney, as ADH promotes water reabsorption.

AVP is a nonapeptide with a molecular mass of 1084 Daltons [17] synthesized
by magnocellular neurons. It originates from a precursor peptide of 164 amino acids
called preprovasopressin, which is formed by a signal peptide, AVP, neurophysin II
and copeptina [5]. Preprovasopressin is stored in neurosecretory granules. The
hormone precursor is then proteolytically processed to produce AVP, neurophysin Il,

and copeptin (Figure 2) [18].

Preprovasopressin
1 19 20 2% 32 124 126 164
Signal . . ‘ .
Peptide Vasopressin Neurophysin Copeptin
Provasopressin
Vasopressin + Neurophysin + Copeptin

Figure 2: Schematic representation of the preprovasopressin peptide. The numbers

indicate the amino acids of the human AVP protein.

Each magnocellular neuron has a single long axon that projects to the NH via
the internal zone of the median eminence and the neural stalk. The vesicles are
transported along the axons of these neurons to be stored in the axon terminals,
where they will await signals to trigger their release into the blood. The depolarization
of SON and/or PVN neurons leads to the propagation of action potentials in the
axons of the hypothalamic-neurohypophyseal tract and further exocytosis of
neurosecretory granules containing AVP. Usually, any stimulus for the release of
AVP also increases the rate of synthesis and transportation of this peptide and
ultimately maintains the hormone stock in the NH. In general, the complete process
of AVP synthesis, transport, and storage in the NH takes approximately 1 to 2 hours
[19].

Under normal conditions, the NH contains a large storage of AVP. In vitro

studies suggest that under acute stimulation (e.g., 56 mM KCI), only 30% of the total
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AVP in the NH can be released [20, 21]. Chronic stimulation, such as prolonged
dehydration, generates a progressive depletion of AVP stock in the NH. When
chronic stimulation persists, the release of AVP exceeds the synthesis and transport
of AVP. Therefore, chronic stimulation is followed by a significant depletion of AVP

stock.

AVP release is regulated mainly by blood osmolality variation (osmotic
regulation) [11, 22]. In healthy and hydrated human, the osmotic threshold for AVP
secretion ranges from 275 to 290 mOsmol/kg (mean of approximately 280
mOsmol/kg), and AVP levels range from 2 to 4 pg/ml. When plasma osmolality is
below 280 mOsmol/kg, plasma AVP levels range from 0.5 to 2 pg/ml (less than 4
pg/ml) [23].

An important neural area that controls osmolality and AVP secretion is located
in the anterior region of the hypothalamus, which includes the circumventricular
organs (CVOs), the anteroventral third ventricle region (AV3V) and the area
postrema (AP) and are mainly located around the third ventricle. The AV3V includes
the ventral part of the MnPO and the OVLT. The OVLT and SFO were characterized
as osmosensitive areas responsible for monitoring extracellular Na* concentrations in

the central nervous system (Figure 3) [24, 25].

SFO

V|
y
A
[
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v

MnPO ; \"‘J AC |

Hypophysis

Figure 3. Schematic representations of the subfornical organ (SFO), median preoptic

nucleus (MnPO), organum vasculosum lamina terminalis (OVLT) and efferent



77

projections to the paraventricular nucleus (PVN) and supraoptic nucleus (SON) and
nucleus tractus solitarius (NTS).

Reductions in blood volume and pressure are also potent stimuli for AVP
release. Receptors in the atrium and ventricles are sensitive to changes in blood
volume, while those receptors in the aortic arch and carotid sinuses are sensitive to
changes in blood pressure. Peripheral afferents are transmitted by vagal and
glossopharyngeal nerves to the nucleus tractus solitarius (NTS) in the brainstem,
from which postsynaptic pathways connect with magnocellular neurons of the SON
and PVN [26, 27].

After its release into the bloodstream, AVP acts at the peripheral level through
binding to three receptors: V1a, V1b, and V2 [28]. V1a receptors are primarily located
in the smooth vascular musculature of the systemic circulation but also in the brain,
liver, kidneys, and platelets. The stimulation of these receptors causes the release of
intracellular calcium and the opening of the calcium channels, resulting in the
contraction of the cell. V2 receptors are located principal cell of the kidney collecting
duct. The stimulation of these receptors activates a G protein-coupled signaling
cascade to recruit water channels (aquaporin type 2 channels) to the plasma

membrane of cells of the collecting ducts [29].

V1b (or V3) receptors are found in the adenohypophysis as well as in others
brains areas such as hypothalamus, amygdala, cerebellum hippocampus, cortex and
thalamus [30]. The stimulation of V1b causes the release of adrenocorticotropic
hormone (ACTH). ACTH stimulates the synthesis and release of cortisol in the

adrenal cortex as part of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis [31, 32].
4. Copeptin

Copeptin was isolated and described for the first time by Holwerda in 1972 as a
glycopeptide from the NH of pigs [33]. Later, in 1975, copeptin was recognized as a

component of neurosecretory vesicles [34].

Copeptin is derived from the 164-amino-acid precursor protein prepro-AVP. The
amino acid sequences were first described in the bovine, porcine, and ovine NH [35]
and later in humans and rats [36, 37]. Copeptin is a glycosylated peptide consisting
of 39 amino acids with a central leucine-rich segment, which constitutes the C-
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terminal portion of preprovasopressin [5]. Copeptin is coreleased with AVP in
response to osmotic [38] and hemodynamic [28] stimuli and pathological conditions
[39].

Recently, the half-life of this peptide was estimated to be 26 minutes,
suggesting a 2-fold longer half-life in regard to AVP [38]. The median value in healthy
controls was 4.1 to 4.2 pmol/L [28, 40]. The difference in copeptin levels between
men and women is still unclear. Emerging research has shown higher copeptin levels
in men than in women [38, 40, 41]; however, there are other authors who did not find
significant differences between the levels of copeptin in either sex [28, 42].

5. Vasopressin and copeptin release in sepsis

Sepsis is a severe organ dysfunction caused by a dysregulated host response
to infection. Septic shock is a subclass of sepsis in which the underlying circulatory
and metabolic abnormalities are critical enough to substantially increase mortality
[43, 44].

Septic shock should be defined as a subset of sepsis in which particularly
profound circulatory, cellular, and metabolic abnormalities are associated with a

greater risk of mortality than with sepsis alone.

The Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock
(Sepsis-3) has abolished SIRS as a clinical criterion for sepsis, and the terminology
“severe sepsis” is no longer considered a subset of sepsis [43, 45]. Regardless of the
changes in the definitions, sepsis and septic shock remain severe conditions
associated with high morbidity and mortality in the Intensive Care Unit (ICU)
worldwide [43, 46, 47], accounting for approximately 1400 deaths daily [48]. The
septic shock mortality rate is approximately 50% according to some epidemiological
studies [45, 49], and global mortality is still elevated, even in developed nations [49]
(TABLE 1)


https://www.thesaurus.com/browse/in%20regard%20to
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Table 1: New Definition and Diagnostic Criteria for Sepsis and Septic Shock from the

Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3).

Sepsis Septic Shock

Sepsis is a syndrome shaped by pathogen  Persisting hypotension, with elevated
factors and host factors with characteristics lactate level, and a sustained need for
that evolve over time into an aberrant or vasopressor therapy

non-homeostatic host response, as well as

the presence of organ dysfunction

Diagnosis Criteria (2 2) T Diagnosis Criteria
Respiratory rate 22/min Mean arterial pressure < 65 mm Hg
Altered mental status Vasopressor requirement
Systolic blood pressure <100 mm Hg Lactate level greater than 2 mmol/I

(>18 mg/dl) in the absence of
hypovolemia

T for the diagnosis of sepsis is nhecessary at least two or more criteria

Persistent hypotension caused mainly by vasodilation and relative
hypovolemia is a crucial factor for death in patients with sepsis [46, 48] Hypotension
is due to vasodilation caused by an increased production of vasodilators, such as
nitric oxide (NO). The increased amount of NO is a consequence of increased
induced nitric oxide synthase) INOS expression. The excess NO triggers the
relaxation of vascular smooth muscle through the known NO-sGC-cGMP pathway
[50]. Relative hypovolemia is common in septic shock due to capillary leakage and
leads to intravascular volume depletion. As a result, there is a loss of protein-rich
fluid from the intravascular space to the interstitial space. Relative hypovolemia
causes sequential decreases in blood volume, venous return, ventricular filling,

stroke volume, cardiac output, and arterial blood pressure [51].

At this stage, sepsis is marked by a hyperdynamic state, which is
characterized by lowered intravascular volume, decreased vascular tone,
microcirculatory dysfunction, and imbalance between oxygen delivery and demand
(VO2/DO2 dependency) [46, 52]. To maintain appropriate oxygen delivery to the
tissues, cardiac output rises to provide adequate blood pressure and organ perfusion

in the face of reduced peripheral vascular resistance. Cardiac output is highly
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elevated by increasing chronotropic and inotropic actions and by increasing venous
return [53].

Despite the role of the autonomic nervous system in sepsis, humoral
mechanisms also play an essential role in hypotension caused by this potentially life-
threatening condition. Reduced afferent firings from arterial baroreceptors lead to the
activation of neurons in the NTS and ventrolateral medullary (A1) catecholaminergic
neurons. They both project to the hypothalamus and stimulate the magnocellular
neurons in the SON and PVN to secrete AVP. PVN and SON might be continuously
stimulated by decreased blood pressure, resulting in a rapid discharge of AVP from

the NH to the circulation.

Patients with septic shock develop decreased vascular responsiveness to
vasoconstrictors, which is mainly attributed to the desensitization or downregulation
of vasoconstrictive receptors. This scenario is followed by severe hypotension and

vasoplegia with low cardiac output and poor peripheral perfusion [46, 48].

The activation of the HPA axis is characterized by an increase in the secretion
of cortisol by the adrenal cortex, generally proportional to the severity of stress [54].
During sepsis, two different patterns of pituitary response are observed. Initially, an
acute, adaptive beneficial response is generated, that can be explained by the
release of hormones from the stocks. This event may be directly induced by an
increased release of CRH and ACTH or indirectly influenced by the inhibition of the
HPA axis due to the actions of cortisol [55]. Subsequently, due to the persistence of
microbial aggression, a chronic response is triggered, leading to the exhaustion of
the neuroendocrine system [56], and may include adrenal insufficiency and AVP
deficiency [7].

Clinical and experimental studies reported a biphasic response after the release
of AVP during sepsis [7-9, 57, 58]. The initial phase of sepsis is characterized by an
increase in the plasma levels of AVP as a response to the fall of arterial pressure.
However, in the late phase of sepsis, AVP levels are decreased even with persistent
[7, 8, 59].

Landry [59] reported a low plasma level of AVP in patients with vasodilatory
septic shock (AVP averaged 3.1+1.0 pg/ml. The authors introduced the terminology
“‘inappropriately low” to refer to a very low level of AVP in the presence of low systolic
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blood pressure. More recent research has reported similar results (AVP averaged
1.3+0.9 pg/ml), and the term “inappropriately low” when referring to levels of AVPn
was then defined as “vasopressin deficiency” [60].

The normal NH appears as a bright signal on magnetic resonance imaging
(MRI) T1-weighted images [61]. The use of MRI in septic patients allowed the first
report of the absence of the bright signal of the NH associated with low plasma AVP
concentration (1.6 pg/ml).[57] After recovery from septic shock, both bright signal and
plasma AVP levels (5.06 pg/ml) normalized, suggesting a depletion of the NH content
of AVP in septic shock [60].

One hypothesis suggested that AVP deficiency might be an impairment in
synthesis from AVP neurons. Sonneville and colleagues [62] demonstrated that the
expression of AVP is decreased in the SON but increased in the PVN in both
humans and experimental models of septic shock. We recently showed a significant
decrease in AVP gene expression in the PVN only in the early phase of sepsis (4
hours); however, in the SON, sepsis caused a reduction in the early and late phases
[63]. The SON predominantly synthesizes AVP, and the PVN contributes 30% of total
hormone production [64]. This finding might explain why the SON showed a

significant reduction in the expression of AVP when compared to the PVN.

In prior studies, we found an increase in NO production induced by iNOS in
the PVN and SON, which was associated with attenuated activation of magnocellular
neurons [9, 65]. Additionally, sepsis induced decreased mitochondrial antiapoptotic
proteins [66], which would dysregulate mitochondrial bioenergetics, causing oxidative

stress and the activation of the intrinsic pathway of apoptosis.

Advances in the knowledge of AVP release in sepsis, especially in septic
shock, have been limited, mainly due to difficulty in the measurement of AVP in
patients in the ICU. AVP is unstable even at -20 °C, undergoes a rapid degradation
process, and is a very small peptide, making radioimmunoassay (RIA) sensitive and
specific (accurate) in the measurement of AVP. However, it takes several days to
obtain RIA results [67]. As mentioned before, septic shock is a critical condition
associated with increased mortality, and a physician cannot wait 3-4 days for exam

results to guide individual treatment decisions.
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Alternatively, copeptin assays are currently available and validated.[40]
Additionally, copeptin can be quantitatively analyzed using the BRAHMS KRYPTOR
assay [68]. Copeptin remains stable ex vivo for several days in serum or plasma at
room temperature [28, 40]. Unlike AVP, copeptin is simpler to determine [28] and

may be detected from 50 pL of plasma or serum within approximately 3h [28, 40, 42].

Several studies have suggested that copeptin might be a surrogate of AVP
[28, 40, 42] under physiological conditions and in different pathologies. In
hemorrhagic shock in baboons, the concentration of copeptin was 30 times higher
than the values found in the control group. After receiving an infusion for the
reestablishment of blood volume, these animals showed a decline in copeptin rates
[40]. This response confirms the association of copeptin with events that disrupt the

hemodynamic balance.

In the past ten years, several studies conducted in humans have suggested that
copeptin is a promising biomarker for cardiovascular [69, 70], pulmonary [71, 72],
hepatic [73], urinary, and gastrointestinal diseases [74, 75]. Furthermore, high blood
copeptin levels have been associated with increased mortality [76, 77].

Copeptin has been shown to gradually increase in the different stages of
sepsis (e.g., sepsis, severe sepsis, septic shock) [28, 78-80], reaching 171.5 pmol/L,
41 times higher than the value in healthy controls (4.1 pmol/L) [28, 80].

Studies that simultaneously evaluated AVP and copeptin demonstrated that
the septic group had higher levels of AVP and copeptin than the control group, and
the septic shock group presented higher levels of AVP and copeptin than patients
with severe sepsis [28, 40, 79]. In contrast, Lesur [81] showed that the concentration
of copeptin was higher in septic shock than in sepsis; however, this phenomenon
was not seen in the AVP values (TABLE 2).

There are also data showing that mild to moderate stress conditions contribute
to detectable changes in copeptin levels. Patients with gastric bleeding had higher
copeptin concentrations than healthy patients [82]. In agreement with these studies,
patients undergoing cardiac surgery also showed higher levels of copeptin than
healthy controls but lower levels than patients who progressed to SIRS, sepsis, and
septic shock [78, 83].
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Recent studies have shown that plasma copeptin levels are associated with
prognosis in septic patients. The evaluation of copeptin levels during the admission
of patients to an emergency department demonstrated greater circulating levels of
copeptin in nonsurvivors than in survivors of sepsis [80]. Similar results were also

described in the same year by other researchers [83], suggesting a role of copeptin

as a biomarker during sepsis and septic shock.

Table 2 Concentration of Copeptin

Author Clinical N° Copeptin
characteristic patients (ranging)
STRUCK J 20057 Health control 50 0.88 (0,3-18) pmol/l
Septic shock 35 375.0 (59-1572) pmol/l
MORGENTHALER Health control 359 4.2 (1,0-13,8) pmol/l
NG 2006¢“0
Sepsis 60 79.5 (10,6-228,0) pmol/l
JOCHBERGER S Health control 70 6.0 (3,0-6,0) pmol/l
2006
SIRS 36 88.0 (88,0-89,0) pmol/l
Sepsis 25 52.0 (82.0-101,0) pmol/I
After cardiac 96 101.0 (30,0-52.0) pmol/l
surgery
MORGENTHALER  Health control 84 4.1 (1.0-13,8) pmol
NG 2007¢®)
SIRS 48 27.6 (2.3-297) pmol
Sepsis 22 71.5 (8,5-504.0) pmol
Severe Sepsis 15 73.6 pmol
Septic Shock 16 171.5 pmol
SELIGMAN R Day zero
2008®9)
Sepsis 34 41,2 (17,2 - 65,9) pmol/l
Severe Sepsis 21 64,8 (23,7 -105,9) pmol/l
Septic Shock 16 84,2 (15,6 - 152,8) pmal/l
Day 4
Sepsis 31 25,3 (2,1 - 48,5) pmal/l
Severe Sepsis 20 68,7 (39,3 - 98,1) pmol/I
Septic Shock 12 91,8 (35,9 - 144,7) pmol/l
ZHANG G 2014®Y Healthy control 50 4.1 (1.0-13.8) pmol/l
SIRS 83 27.6 (2.3-297.0) pmol/l
Sepsis 186 50.0 (8.5-268) pmal/l
Severe Sepsis 97 73.6 (15.3-317) pmol/l
Septic Shock 95 171.5 (35.1-504) pmol/l
MARAVIC- Non-healthy 21 41.4 (x22.9) pmol/l
STOJKOVICV, control T
201469
Cerebrovascular 21 81.5 (£59.0) pmol/l

event
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BATTISTA S 2016®  Gastrointestinal 15 70.1 (2.95-500.1) pmol/l
bleending™
SIRStt 26 5.2 (1.25-117.8) pmol/l
Sepsis 24 34.2 (7.9-220.1) pmol/l
Severe Sepsis 25 61.8 (2.5-527.7) pmol/l
Septic shock 15 128.7 (12.0-425.0) pmol/l
JEON K 2018®) Septic shock 76 162 (107 -220) pg/ml

T Patients underwent a surgical procedure (under stress) 11 Patient with hemorrhage
TTTSystemic inflammatory response syndrome.

6. Conclusion

Numerous studies have shown biphasic AVP secretion, with increased release
in sepsis followed by reduced plasma levels in septic shock. Bedside measurements
of AVP in the intensive care units are rarely used in sepsis and septic shock, partly
because the analysis of AVP in plasma and urine is conducted by RIA and takes 3-4
days. In septic shock, a few hours may represent the difference between life and
death.

There is growing evidence that copeptin could be used as a surrogate marker
for AVP secretion. Copeptin appears to be a potential biomarker for sepsis and septic
shock. However, some parameters need to be established. First, it is crucial to define
copeptin reference values in sepsis and septic shock. Second, poor knowledge about
copeptin metabolism and degradation under physiological conditions as well as in the
advanced stages of sepsis and shock represents another limiting factor in

understanding whether copeptin is a surrogate for AVP and/or a biomarker.
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