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RESUMO

Introducado: A sepse é a disfuncdo de 6rgdos com potencial risco de vida causada
por uma resposta desregulada do hospedeiro frente a infeccdo. A sepse €
frequentemente associada com a disfungcdo aguda do Sistema Nervoso Central
(SNC) - Encefalopatia Associada a Sepse (EAS), possuindo como principal sinal
clinico o nivel de consciéncia alterado. O dimetil fumarato (DMF), tem se mostrado
um importante alvo para alteragdes no SNC decorrentes da resposta inflamatéria ou
das espécies reativas de oxigénio (EROs). Objetivo: avaliar o efeito de DMF sobre a
disfuncéo cerebral apds sepse experimental em ratos. Métodos: ratos Wistar machos
(250-3509) foram submetidos ao modelo CLP, com sham como controle. Os grupos
foram divididos em sham+veiculo; sham+NAC; sham+DMF; CLP+veiculo; CLP+NAC
e CLP+DMF. Os animais foram tratados com DMF na dose de (15 mg/kg dissolvido
em 0.08% de dimetilsulféxido em O horas e 12 horas apds CLP por gavagem) e
administracdo de n-acetilcisteina (NAC) (20mg/kg, 3, 6 e 12 horas ap6s CLP via
subcutanea) como controle. Em 24 horas ap6s CLP, nas amostras de cortex, cortex
pré-frontal e hipocampo, foram realizadas andlises de citocinas, mieloperoxidase
(MPO), nitrito/nitrato (N/N), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidade (GPx) e dano oxidativo em lipidios e proteinas. Dados analisados por
ANOVA e post hoc Tukey com p<0.05. Resultados: Verificamos um aumento no
nivel de citocinas, MPO, N/N, dano oxidativo lipidios e proteinas, e aumento da
atividade das enzimas SOD e GPx nas diferentes estruturas estudadas, quando 0s
animais foram submetidos a sepse e, o tratamento com DMF foi efetivo na reversao
desses parametros. Conclusdo: O tratamento com DMF foi eficaz em reverter
parametros relacionados a inflamacéo e estresse oxidativo no cérebro de ratos

submetidos a sepse.

Palavras-chave: Dimetil Fumarato. Encefalopatia associada a sepse. Inflamacéao.



ABSTRACT

Introduction: Sepsis is dysfunction of organs with life-threatening potential caused by
a dysregulated host response to infection. Sepsis is often associated with acute
central nervous system (CNS) - Sepsis Associated Encephalopathy (EAS)
dysfunction, with the primary level of consciousness being altered. Dimethyl fumarate
(DMF) has been shown to be an important target for CNS changes due to
inflammatory response or reactive oxygen species (ROS). Objective: to evaluate the
effect of DMF on brain dysfunction after experimental sepsis in rats. Methods: Male
Wistar rats (250-350g) were submitted to the CLP model, with sham as control. The
groups were divided into sham + vehicle; Sham + NAC; Sham + DMF; CLP + vehicle;
CLP + NAC and CLP + DMF. The animals were treated with DMF (15 mg/kg
dissolved in 0.08% dimethylsulfoxide in O hours and 12 hours after CLP per gavage)
and administration of n-acetylcysteine (NAC) (20mg/kg, 3, 6 and 12 hours after CLP
Via subcutaneous) as control. In the 24 hours after CLP, the cytokines,
myeloperoxidase (MPO), nitrite/nitrate (N/N), superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione peroxidase (GPx) were analyzed in cortex, pre-frontal cortex
and hippocampus samples and oxidative damage in lipids and proteins. Data
analyzed by ANOVA and Tukey post hoc with p <0.05. Results: We verified an
increase in the level of cytokines, MPO, N / N, oxidative damage lipids and proteins,
and increased activity of SOD and GPx enzymes in the different structures studied,
when the animals were submitted to sepsis and treatment with DMF was effective in
reversion These parameters. Conclusion: DMF treatment was effective in reversing
parameters related to inflammation and oxidative stress in the brains of rats

submitted to sepsis.

Keywords: Dimethyl Fumarate. Encephalopathy associated with sepsis.

Inflammation.
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1. INTRODUCAO

A sepse e suas consequéncias constituem as causas mais comuns de
mortalidade em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs)!. Pode ser representada por
um subgrupo da sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) onde ocorre a
presenca de infeccdo?. Em casos mais graves, quando o choque séptico se instala,
com hipotensao arterial de dificil controle, este estado pode progredir para faléncia
mltipla de 6rgéos e sistemas®.

A sepse € frequentemente associada com a disfuncdo aguda do Sistema
Nervoso Central (SNC) - Encefalopatia Associada a Sepse (EAS), possuindo como
principal sinal clinico o nivel de consciéncia alterado que vai desde confusdo a
delirio, obnubilacdo e evolucdo a coma®. Em longo prazo, verificam-se alteracées
cognitivas como o déficit de meméria®.

Mesmo que alguns dos mecanismos fisiopatologicos basicos ja tenham sido
esclarecidos, as alteragdes agudas verificadas na EAS, além do dano cognitivo em
longo prazo, tém sido alvo de estudo para pesquisadores da area, com a busca de
possibilidades para pesquisas que atuem nesses processos>°. Neste contexto, a
utilizacdo de modelos animais de sepse revela-se util no avanco do conhecimento
da fisiopatologia da doenca para delinear novos alvos terapéuticos’. Além disso, o
modelo animal de sepse abdominal polimicrobiana através de ligacao e perfuracéo
cecal (CLP), torna-se um modelo animal de sepse relevante do ponto de vista
clinico, por mimetizar diversos aspectos da sepse pela peritonite em humanos®.

Utilizando o modelo de sepse abdominal polimicrobiana induzido por CLP?, foi
observado aumento de dano oxidativo e mediadores inflamatorios no hipocampo dos
animais em 0 a 96 horas ap6s a inducdo de sepse? e, além disso, um aumento da
migracdo de neutréfilos para o SNC e quebra da barreira hematoencefalica (BHE)
em 24 horas ap6ds a inducdo da sepse®. Tais observacdes agudas do modelo CLP
correlacionam-se com alteragcdes cerebrais em longo prazo, como o dano em
memoria, alteracdbes de neurotrofinas e aumento de marcadores de
neurodegeneracéo®® 2.

Considerando que a neuroinflamagéo e o estresse oxidativo podem ocasionar
alteracbes cerebrais na sepse, sdo necessdrias alternativas terapéuticas para o

tratamento dessa condicéo™*.
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Por tais aspectos, o dimetil fumarato (DMF), um éster do acido fumarico, tem
se mostrado um importante alvo para alteragbes no SNC decorrentes da resposta
inflamatéria ou da acdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)™°. Dentro de
minutos apos a ingestdo oral, o DMF é rapidamente hidrolisado por esterases no
interior do intestino delgado, para formar o seu metabdlito biologicamente ativo, o
monometil fumarato (MMF)'". O MMF é metabolizado através do ciclo do &cido
tricarboxilico para formar H,O e dioxido de carbono, o qual é excretado através da
respiracao’®.

Trabalhos tém demonstrado o efeito de DMF sobre a ativacdo de fator de
transcricdo nuclear derivado de eritroides (Nrf2), responsavel pela elevacdo dos
niveis endodgenos de enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase
(GPx)'*®. Ainda, estudos in vitro mostraram efeito anti-inflamatério do DMF,
representado pela reducéo da producao de citocinas, entre elas, o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), a interleucina 6 (IL-6) e, consequentemente, atenuacdo da
expressdo de moléculas de adesao celular como a molécula de adesao vascular 1
(VCAM-1), a molécula de adesdo celular E-selectina e molécula de adeséo
intracelular 1 (ICAM-1) como resultado da inibicio da ativagdo do fator de
transcricdo nuclear-kB (NF-kB)?-22,

Sabendo que diferentes estudos mostram que o dano cerebral decorrente da
sepse pode estar associado a mecanismos exercidos pela inibicdo da via Nrf2 e
ativacao de NF-kB que respectivamente, resultam na diminuigdo de antioxidantes e

aumento de mediadores pré-inflamatérios®2°

, investigacao do potencial terapéutico
de DMF na disfuncdo cerebral aguda e em longo prazo decorrente da sepse, bem
como 0s mecanismos fisiopatolégicos envolvidos, pode ser de extrema importancia,
visto que o DMF atua especificamente nessas duas vias.

Por todos os aspectos levantados e sabendo que ndo existem dados que
relacionem os efeitos de DMF sobre o dano cerebral na sepse, mas considerando
gue a neuroinflamacéo e o estresse oxidativo séo apontados como mecanismos da
doenca, possuimos como hipétese que o mesmo possa ter efeito protetor contra tais

alteracodes.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO
1.1.1 Sepse

Para compreender a sepse e auxiliar o diagndéstico precoce durante a pratica
clinica, buscou-se uniformizar suas definicdes e evolucdes. A conferéncia realizada
pelo American College of Chest Physicians e a Society of Critical Care Medice, em
agosto de 1991, estabeleceu as seguintes definicdes®’.

- Infeccdo: fenGmeno microbiano, caracterizado por uma resposta
inflamatéria & presenca de micro-organismos ou a invasdo de tecidos
normalmente estéreis por estes organismos;

- Bacteremia: presenca de bactérias viaveis na corrente sanguinea;

- Sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS): uma série de
insultos pode gerar um estado organico inflamatério, incluindo politrauma,
pos-operatorio, pancreatite, queimaduras e infeccbes. A SIRS € a
manifestacédo clinica desse fenbmeno e foi definida como a presenca de
dois ou mais dos seguintes critérios: temperatura corporal >38°C ou <36°C,
frequéncia cardiaca >90 bpm, frequéncia respiratéria <20 ipm ou PaCO,
<32mmHg, leucograma com >12.000 ou <4.000 células/mm? ou ainda >10%
de neutrdfilos imaturos.

- Sepse: SIRS desencadeada por infec¢do (documentada ou suspeita).

- Sepse grave: sepse associada com disfuncdo organica, hipotensdo ou
sinais de hipoperfuséo. A hipotenséo é definida como presséo arterial (PA)
sistélica <90 mmHg ou queda >40 mmHg do basal na auséncia de outras
causas. As disfungdes organicas incluem hipoxemia, insuficiéncia renal
aguda/crénica,  coagulopatia, plaquetopenia, ileo  paralitico e
hiperbilirrubinemia.

- Choque séptico: hipotensdo mantida ou necessidade de inotrépicos-
vasopressores, a despeito de ressuscitacdo volémica adequada, associados
a sinais de hipoperfusao organica (ex.: hiperlactemia, rebaixamento do nivel
de consciéncia, oliguria);

- Sindrome de disfuncdo de maultiplos 6rgéos: presenca de disfungdes

organicas que impedem a manutengédo da homeostase sem intervencao.
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No inicio de 2016, através de um novo consenso, foi publicada uma nova
definicdo para a sepse. A sepse passou a ser definida como a disfuncédo de érgaos
com potencial risco de vida causada por uma resposta desregulada do hospedeiro
frente & infeccdo?®. Em outras palavras, a sepse passa a ser definida como um
processo infeccioso com a presenca de disfuncdo organica. Com a nova definigéo,
extinguiu-se a nomenclatura sepse grave, que identificava a sepse associada a
disfuncédo organica, mantendo-se apenas 0s termos sepse e choque séptico, este
altimo utilizado quando ha hipotenséo refrataria a reposicdo volémica e uso de
vasopressores®.

Associado a isso, recomendou-se diagnosticar a disfuncdo organica através
do escore quick-SOFA, que é a medida sequencial rapida de faléncias organicas,
gue analisa frequéncia respiratoria, pressdo sanguinea sistolica e alteracdes do

estado mental®®

. A disfunc@o organica é caracteristica acentuada da sepse, e quanto
maior o numero de érgaos em faléncia pior o prognéstico do paciente, em que cada
6rgdo em disfuncao representa um acréscimo de 15-20% na mortalidade?®.

Apesar dos importantes avancos da medicina, a sepse ndo tem diminuido nos
altimos anos. Isto esta relacionado a um aumento da incidéncia de forma continua,
como um resultado do envelhecimento da populagdo, um aumento constante nas

intervencdes cirlrgicas e das resisténcias a antibiéticos®.
1.1.2 Epidemiologia da sepse no Brasil e no Mundo

A sepse € uma doenca geradora de altos custos para os servicos de saude. O
custo anual de prestagdo de cuidados a pacientes sépticos é aproximadamente US$
24 bilhdes nos Estados Unidos (EUA)*. A incidéncia de sepse grave nos EUA é
estimada em 300 casos por 100.000 habitantes. Cerca de metade desses casos
ocorrem fora da UTI. A perspectiva € que 1/4 dos pacientes que desenvolvem sepse
grave ir4 a 6bito durante a internagéo®.

No Japado, um estudo avaliou as caracteristicas, tratamentos e resultados de
3195 pacientes com sepse grave, de 42 UTIs em todo o pais®. Destes pacientes,
constatou-se 2111 sem choque séptico e 1084 pacientes com choque séptico. As
taxas de sobrevivéncia avaliadas em 28 e 90 dias apés a admissdo na UTI foram de
73,6% e 56,3%, respectivamente™>.
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Um estudo observacional, prospectivo, foi realizado ao longo de seis anos (de
1 janeiro de 2008 a 31 de dezembro de 2013) na UTI do Hospital Universitario de
Donostia (San Sebastian, Espanha) que atende uma populacéo total de 700.000
habitantes®*. Nestes seis anos, verificou-se um aumento progressivo do niimero de
pacientes com sepse admitidos no hospital. No total, 1136 pacientes apresentavam
sepse grave ou choque séptico no momento da admissdo, ou durante a
permanéncia na UTI**. No nordeste da Itdlia (em Veneto), no periodo de 2008 a
2013, um estudo determinou as taxas de mortalidade por sepse, apresentando no
geral, 16.906 mortes>>.

No Brasil, o estudo BASES (Estudo Brasileiro de Epidemiologia da Sepse),
realizado em cinco UTlIs brasileiras, encontrou taxas de mortalidade de 11%, 33,9%,
46,9% e 52,2%, respectivamente, em pacientes com SIRS, sepse, sepse grave e
choque séptico®*. Segundo dados ainda do estudo BASES, a doenca é a principal
geradora de custos nos setores publico e privado, devido a necessidade de utilizar
equipamentos sofisticados, medicamentos caros e exigir muito trabalho da equipe
médica®®. Outro estudo nacional analisou dados de 75 UTIs em regides diferentes e
encontrou taxas de mortalidade de 16,7% para sepse, 34% para sepse grave e
65,3% para choque séptico®”.

Nessa perspectiva, as alteracdes cerebrais na sepse contribuem para o

|38—40

aumento da mortalidade e permanéncia na UT . Quando sobrevivem, apos a alta

hospitalar, os pacientes apresentam deficiéncias cognitivas e funcionais com

3840 por tais

reducdo da qualidade de vida e perda da capacidade produtiva
aspectos, torna-se essencial a investigacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos que
ligam a inflamacdo sistémica verificada na sepse decorrente da infeccdo, as

alteracdes cerebrais agudas e também em longo prazo®4°.

1.1.3 Fisiopatologia da disfuncéo cerebral na sepse

A inflamagdo é uma resposta normal do hospedeiro contra agentes
infecciosos**2. Na sepse, ocorre a resposta inflamatéria que é caracterizada pela
producdo excessiva de mediadores pro-inflamatorios e pela excessiva ativacao de
células inflamatorias, resultando no que conhecemos como disfungéo organica na

sepse™*, Entre as disfuncées organicas associadas a sepse e ao choque séptico, a
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disfuncdo cerebral aguda/EAS, instala-se precocemente e, com frequéncia, € pouco
diagnosticada*"*2.

A EAS, também chamada por alguns autores de delirium associado a sepse,
€ caracterizada por inicio agudo de comprometimento da funcéo cognitiva, que pode
variar entre lentiddo do pensamento, desorientacdo, agitacdo, até torpor e coma®.
Sao critérios de exclusdo a demonstracdo de auséncia de lesdo cerebral primaria,
como meningite/encefalite, trauma crénico, acidente vascular cerebral isquémico e
hemorragico, alteracdo metabdlica especifica ou efeito colateral de drogas ou
medicamentos®®. Em andlises post morten de individuos com sepse, foi
demonstrada proliferacdo de astrécitos e microglia no cértex, maltiplas hemorragias
na substancia branca e micro abcessos*’. Nos sobreviventes, apresentam-se
reducdo do fluxo sanguineo cerebral, disfuncdo da BHE, alteracdo de
neurotransmissores** e disfuncdo cognitiva em longo prazo*?. Adicionalmente, dados
de um estudo pré-clinico de sepse demonstrou que os radicais livres induzem a
apoptose neuronal em determinadas regides do cérebro e, como resultado, podem
provocar déficit cognitivo persistindo ap6s a recuperacéo clinica de sepse™®.

Os mecanismos fisiopatolégicos associados ao desenvolvimento da disfuncéo
cerebral na sepse ndo sao bem entendidos. Entretanto, sabe-se que a producéo
exacerbada de citocinas pro-inflamatérias, o estresse oxidativo e disfuncao

energética cerebral estéo envolvidos*,
1.1.3.1 Envolvimento de mediadores pro-inflamatoérios na sepse

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a resposta inflamatéria,
ou seja, um processo bioldgico envolvendo componentes vasculares, celulares e
uma diversidade de substancias soltiveis®. A inflamacéo apresenta como sinais
clinicos caracteristicos rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional. A finalidade
desse processo é retirar o estimulo indutor da resposta e comecar a recuperagéo do
tecido local®.

Moléculas tais como lipopolissacarideo (LPS), residuos de manose e acidos
teicéicos, comumente encontradas na superficie de micro-organismos, constituem
Padrdes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs)*. Os PAMPs estimulam a

resposta imune inata, por interacdo com diferentes receptores conhecidos como
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Receptores de Reconhecimento de Padrdes (RRPs), dentre os quais a familia dos
receptores Toll-like (TLRs)*.

Os TLRs se destacam por seu papel central no reconhecimento a patégenos
e 0 comeco da resposta inflamatéria*®. O receptor toll-like 4 (TLR-4) é conhecido
como o principal receptor de reconhecimento de LPS*, um componente de
organismos gram-negativos, enquanto que o receptor toll-like 2 (TLR-2) responde as
lipoproteinas a partir de organismos bacterianos gram-positivos*®, bem como
leveduras®® e micobactérias®. Embora TLR-4 seja um receptor principal para o
reconhecimento de LPS, a possibilidade de resposta de TLR-2 ao LPS também foi
descrita®”.

Nesse contexto, a endotoxina (LPS) é um indutor crucial na patogénese da
sepse gram-negativa®. A deteccdo de LPS pelas células imunitarias inatas é
fundamental para as defesas do hospedeiro contra bactérias gram-negativas®?.

O organismo esta preparado para detectar pequenas quantidades de LPS
circulante para combater o foco infeccioso e, como mencionado acima, através do
reconhecimento principalmente pelo TLR-4 resultando na ativacdo de proteinas
quinases intracelulares com posterior ativacdo do fator de transcricdo nuclear NF-
kB°2. O NF-kB é um fator de transcricdo que se mantém inativo no citoplasma e que
migra para o nucleo da célula apGs ser ativado, promovendo a transcricdo de
diversos genes relacionados a resposta inflamatéria aguda, como genes que
codificam TNF-a, interleucina-1p (IL-1B) e quimiocinas como a interleucina 8 (IL-8)3.

Na sepse, as citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-13 e IL-6 ativam células-
alvo e incentivam a producdo de mediadores pré-inflamatérios, como outras
citocinas, quimiocinas, EROs, espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), eicosanoides
e enzimas proteoliticas®. No entanto, essa producéo de mediadores inflamatérios é
excessiva, levando ao dano tecidual e, consequentemente, associado a disfungao
de microcirculacao, e por fim a faléncia organica®.

Em pacientes sobreviventes a sepse, verificou-se um aumento de IL-6 e
hipotrofia hipocampal®>. No que se refere a dados encontrados em estudos pré-
clinicos, verificou-se que, em algumas horas apos o inicio da sepse, ha consequente
aumento de TNF-q, IL-1B, IL-6 e IL-8 no SNC>**’.

Uma vez que a inflamacgéo persiste, ha um aumento da permeabilidade da
BHE, dano oxidativo, alteragBes importantes no metabolismo energético, ativacao
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microglial e excitotoxicidade por glutamato, agravando a EAS e contribuindo para a

disfuncéo e a degeneragéo neuronal™>"°.

1.1.3.2 Estresse oxidativo na sepse

Na sepse ocorre 0 estresse oxidativo, um processo que favorece
principalmente a inflamacdo sistémica e faléncia de mdultiplos 6rgdos, devido a
producéo excessiva de radicais livres e diminuicdo das defesas antioxidantes®.

Os radicais livres podem ser definidos como espécies quimicas reativas que
apresentam um elétron ndo emparelhado em sua Orbita exterior. E este n&o
emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses
atomos ou moléculas®’. Eles podem doar um elétron ou aceitar um elétron de outras
moléculas, ou seja, podem ser oxidantes ou redutores. Atacam macromoléculas
importantes a fim de estabilizar-se, perturbando a homeostase e causando danos e
morte celular®.

Dentre os radicais livres mais importantes estdo: o radical hidroxil, o anion
superéxido, e o peroxinitrito®. Eles podem ser gerados pela via enzimatica (NADPH
oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase, ciclooxigenase), pela via ndo enzimatica
(reacdo de Fenton) e durante a atividade da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial®®,

Na sepse, sabe-se que ocorrem alteracdes na estrutura e funcdes da
mitocondria dependente da acdo das EROs, enquanto que a disfuncdo da
mitocondria também pode agravar a sepse gerando EROs e ERNs®. Associado &
alteracdo da func&o mitocondrial na sepse com o aumento de citocinas pro-
inflamatorias, ocorre a ativacao neutrofilica e, entre uma de suas respostas contra a
infeccéo, ocorre a producdo aumentada de EROs e ERNs*®*%°, Em concentracées
elevadas, tais espécies geram o estresse oxidativo, ou seja, um processo deletério
celular a lipidios de membrana, proteinas e DNA®. A peroxidacéo lipidica ocorre, por
exemplo, quando o excesso de radicais hidroxil e de peroxinitrito danificam as
membranas celulares e das lipoproteinas, conduzindo a formacéo de malondialdeido
(MDA) e compostos conjugados que sdo citotéxicos e mutagénicos®’. O dano em
proteinas através das EROs e ERNs leva a mudancas estruturais e perda da
atividade enzimatica®. Além disso, o dano oxidativo ao DNA acarreta diferentes
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lesbes oxidativas que podem causar mutagBes celulares. Assim, as células
aerobicas podem sofrer dano oxidativo®’.

O cérebro é particularmente suscetivel, pois utiliza altas taxas de oxigénio,
quando comparado a outros 6rgdos®. Suas defesas antioxidantes sdo0 modestas; as
mitocondrias geram anion superéxido e as membranas neuronais sdo ricas em
acidos graxos polinsaturados. Dessa forma, os produtos da lipoperoxidacdo podem
causar dano cerebral®.

Estudos experimentais apontam o desenvolvimento de estresse oxidativo e
sua relacdo com a EAS e suas consequéncias®’®. Foi verificado um aumento no
dano oxidativo em proteinas e lipidios no hipocampo, cértex, cerebelo e estriado
entre 0 e 96 horas ap6s a inducédo de sepse polimicrobiana em ratos.

Sabe-se que, perante situacbes de trauma e/ou infeccdo, 0s mecanismos
inflamatorios regulados por citocinas ou a acdo de EROs permitem que as juncdes
presentes entre as células endoteliais da BHE dissociem-se, diminuindo a protecao
as células do SNC, ocorrendo a formacao de edema e lesdo encefalica, além de
perpetuar a resposta inflamatéria pela ativacdo microglial’™*. Em um estudo pré-
clinico de sepse com ratos submetidos ao modelo CLP, foi verificado que ocorre a
quebra da BHE em 24 horas ap0s a sepse e esse evento é seguido do aumento de
infiltrado de neutréfilos em diferentes estruturas cerebrais, como o hipocampo e
cortex pré-frontal®. Dados mostram que os radicais livres induzem, adicionalmente, a
apoptose neuronal no hipocampo e, como resultado, podem provocar déficit
cognitivo™.

Uma vez que a célula é o principal local da producdo de radicais livres, ela
também apresenta um sistema de defesa, ou seja, contém antioxidantes a fim de
minimizar o estresse induzido pelas EROs®'. Este mecanismo é chamado de
sistema antioxidante e € composto por defesas enddgenas/enzimaticas, como a
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e GPx; e ndo enzimaticos, como, por
exemplo, glutationa e bilirrubina®.

A SOD é um antioxidante enzimatico intracelular que catalisa a conversédo do
anion superdxido para oxigénio e o peréxido de hidrogénio®. A CAT é uma enzima
presente no peroxissoma de células aerdbias que ocasiona a conversao de peréxido
de hidrogénio em agua e oxigénio molecular®. Enquanto a GPx é o mais abundante

antioxidante mitocondrial, exercendo um papel importante na estabilidade e fungéao
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7

mitocondrial®*. Um dos papéis da GPx é controlar os niveis de hidroperéxidos
lipidicos para evitar danos celulares provenientes do ataque desses radicais’?.

O fator de transcricdo Nrf2 € uma via que regula as defesas antioxidantes.
Esta via protege as células contra a inflamacéo, inibindo lesdes nos tecidos, pois é
responsavel pela elevacdo dos niveis enddgenos de enzimas antioxidantes, tais
como a GPx®°.

Em condicbes que promovem 0O estresse oxidativo, como na sepse, 0S
antioxidantes enddgenos podem nao ser suficientes para combater os danos

72,73

celulares causados pelos radicais livres Para suprir esta necessidade do

organismo, terapias antioxidantes exdgenas vém sendo utilizadas, tais como a N-
acetilcisteina (NAC), a deferoxamina (DFX) e o selénio’ ",

A NAC é um precursor da GPx e foi verificada como um potente antioxidante
em modelo animal de sepse®. E um agente terapéutico utilizado ha anos na préatica
clinica para o tratamento da insuficiéncia hepatica devido a superdose de

paracetamol’

. Além disso, em pacientes com quadro de sepse, 0 tratamento com
NAC foi efetivo em suprimir a ativacdo de neutréfilos e macrofagos e blogueando a
liberagéo de TNF-a e IL-8".

A administracdo combinada de NAC com DFX', um quelante de ferro que
impede a formacao do radical hidroxil, pode atenuar danos oxidativos no hipocampo
em 6 horas apés a inducdo de sepse e prevenir o dano em memoria*"3¢"8. Além
de NAC e DFX, verificou-se que o tratamento antioxidante com selénio foi efetivo na
diminuicdo da disfuncao cerebral na sepse experimental por agir na regeneracéo de
GPx'®.

Embora alguns mecanismos relacionados a fisiopatologia da EAS ja tenham
sido apresentados, o tratamento e diagndéstico ainda sdo complexos. Existem
opcOes limitadas para o tratamento da EAS, que se baseiam principalmente no
controle dos sintomas, porém ainda ndo sdo totalmente eficazes®®. Nessas
circunstancias, a busca de alvos terapéuticos que consigam inibir vias envolvidas na
neurobiologia da EAS, como estresse oxidativo e producdo exacerbada de
mediadores pro-inflamatorios, tem sido de grande interesse para a pesquisa

intensivista.
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1.1.4 Dimetil fumarato

Esteres de fumarato, e em particular o DMF, sdo agentes terapé@uticos
aprovados para o tratamento de doencas autoimunes, tais como a esclerose multipla
e psoriase’. O composto utilizado para tratar pacientes na Europa foi chamado
FUMADERM®. FUMADERM® é composto por ésteres de acido fumarico, incluindo
DMF e MMF. Apés a administracéo oral, € sabido que o DMF é hidrolisado formando
o MMF e este é considerado seu ingrediente ativo®®>. O MMF é metabolizado pelo
ciclo do acido tricarboxilico para diéxido de carbono, seguindo pelo acido fumérico,
acido citrico, glicose e é eliminado como diéxido de carbono®. Além da acdo ja
comprovada do DMF sobre a esclerose multipla e psoriase, estudos mostram a
efetividade de DMF sobre o dano ao SNC por meio da supressdo da resposta
inflamatoria, estresse oxidativo e injuria neuronal associada a ativacao microglial e
por sua potencialidade em atravessar a BHE'>%2%,

Em relacdo a reposta imunomoduladora, a acdo de DMF parece estar
envolvida com a inibicdo da funcédo do NF-kB. A via regulada por NF-kB tem funcéo
central na regulacdo da producao de citocinas como IL-1B, TNF-aq, IL-6, interleucina
2 (IL-2), inducéo da expressdo da molécula de adesdo ICAM-1, além da producdo
de iNOS e COX-2%. No que tange a acdo antioxidante de DMF, sua atuacdo esta
relacionada com a ativacéo do fator de transcricdo nuclear Nrf2 e, posteriormente, a
elementos de resposta antioxidante (ARE)®’. A resposta regulada por ARE é uma
resposta de estresse celular citoprotetora, envolvendo a ativacdo de multiplos genes
que protegem a célula contra diferentes formas de inducdo de estresse oxidativo
intracelular e injuria®’. Geralmente, o estresse oxidativo ocorre, quando as células
sdo ineficazes para detoxificar agentes que causam dano ou reparar o dano
causado por EROs e ERNs. O processo de estresse oxidativo induz a translocacao
de Nrf2 para o nucleo, onde se liga a ARE para promover a transcricado de genes
que codificam enzimas antioxidantes®®.

Estudos tém demonstrado a acéo regulatéria causada por DMF sobre a via

que regula Nrf2 e NF-kB%**

. Genes antioxidantes ativados por Nrf2 podem,
adicionalmente, inibir a via de NF-kB e assim, indiretamente, modular a sinalizacéao
de mediadores pré-inflamatérios®°. Outros dados ainda reforgam que ocorre um
efeito reciproco de NF-kB sobre a funcéo de Nrf2”*. A subunidade p65 de NF-kB tem

sido mostrada por suprimir a sinalizacéo a nivel transcricional de Nrf2%*. Assim, as
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vias Nrf2 e NF-kB regulam uma a outra através de uma inibic&o reciproca. Portanto,
a combinacgéo da inducdo de Nrf2 com a inibicdo da sinalizacdo de NF-kB por DMF
promove um efeito anti-inflamatério, antioxidante, inibindo a infiltracdo celular®.

Sobre a ativacao celular, tem-se verificado o papel protetor do DMF sobre a
ativacdo demasiada de células endoteliais, macréfagos, micréglia e astrécitos®. Em
macréfagos humanos, DMF diminui a translocacdo de NF-kB com redugédo de
secrecdo de TNF-a™®. Além disso, suprimiu a quimiotaxia de monécitos humanos por
diminuir a acdo da quimiocina CCL2 e, nesse sentido, diminuindo o infiltrado celular
através das células endoteliais®*.

No que se refere ao SNC, sabe-se que, na sepse, a micréglia ativada,
excessivamente, pode aumentar o estresse oxidativo e respostas pro-inflamatérias,
danificando os neurdnios e resultando em alteracdes comportamentais®®. Em cultura
microglial exposta a LPS, o DMF diminui a liberacdo de IL-1B, IL-6, e TNF-q,
dependente da diminuicdo da sinalizacdo de NF-kB®?, e induziu a expressdo de
antioxidantes ligados & ativacdo de Nrf2'>® " Adicionalmente, o DMF apresentou
impacto sobre a protecdo neuronal, impedindo o aumento da neurotoxicidade
causada pela excessiva ativagdo microglial®.

Por todos os dados levantados até o momento sobre a disfuncao cerebral na
sepse, sabe-se que a sua fisiopatologia envolve a neuroinflamacdo e o estresse
oxidativo. Tendo em vista os estudos supracitados, o DMF pode agir como fator de
protecdo contra estas alteracfes e, desta forma, sugere-se que ele possa contribuir

para protecao cerebral na sepse.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de DMF sobre a disfuncdo cerebral apds sepse experimental

em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o infiltrado de neutréfilos no hipocampo, cortex pré-frontal e cortex
em 24 horas apos inducéo de sepse em ratos sob a administracdo de DMF;

- Avaliar os niveis de TNF-q, IL-6 e CINC-1, no hipocampo, cértex pré-frontal
e cortex em 24 horas ap0s inducdo de sepse em ratos sob administracdo
DMF;

- Avaliar a concentragao de nitrito e nitrato no hipocampo, cértex pré-frontal e
cortex em 24 horas ap0s inducao de sepse em ratos sob administracao de
DMF;

- Avaliar o dano oxidativo em lipidios e proteinas no hipocampo, coértex pré-
frontal e cortex em 24 horas apés inducdo de sepse em ratos sob
administracdo de DMF;

- Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes de SOD, CAT e GPx no
hipocampo, cortex pré-frontal e cértex em 24 horas apos inducdo de sepse

em ratos sob administracdo de DMF.
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3. METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo pré-clinico utilizando modelo animal de sepse por CLP.

Varios modelos experimentais tém sido desenvolvidos para os estudos dos
aspectos fisiopatologicos e das consequéncias sistémicas da sepse, assim como
para a investigacao de agentes potencialmente terapéuticos e seus mecanismos de
acdo®. No entanto, o0 modelo de sepse abdominal por ligacéo e perfuracéo cecal
(CLP) é conhecido com “padrao ouro”. O modelo tem sido amplamente utilizado ao
longo dos Ultimos 30 anos, para estudar a fisiopatologia da sepse®. O modelo de
CLP foi desenvolvido entre outros pelo grupo de Chaudry na década de 1970%.

A técnica baseia-se na ligacdo do ceco logo abaixo da valvula ileo cecal,
perfuracdo do ceco com tamanho padronizado e liberacdo do conteudo fecal para a
cavidade peritoneal, conforme, classicamente, descrito por Wichterman e
colaboradores®™. Desta maneira, além da peritonite, induz-se isquemia mesentérica,
simulando as grandes sindromes clinicas de sepse abdominal® (p.ex. apendicite,
isquemia mesentérica). Representa vantagens como relativa simplicidade,
reprodutibilidade e possibilidade de controlar o grau de contaminacéo bacteriana na
cavidade peritoneal e, consequentemente, a mortalidade, pela mudanca do tamanho

da agulha e/ou niimero de perfuracdes realizadas no ceco®.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os reagentes utilizados para as analises bioquimicas foram: acido
tiobarbitdrico, dinitrofenilhidrazina, epinefrina, catalase de figado bovino,
hidroperoxidos de tert-butila, albumina bovina, glutationa, glutationa redutase,
NADPH, sulfanilamina, azida sédica, naftil etilenodiaminadicloridrato e reagente de
Griess (Sigma, St. Louis, MO), acido tricloroacético, acido fosforico, peréxido de
hidrogénio, glicina, EDTA, (Labsynth, Sdo Paulo, Brazil). Foram utilizados kits para
citocinas da marca R&D Systems®. Quanto aos equipamentos, as andlises de
mieloperoxidase, nitrito/nitrato, dano em lipidios, proteinas, SOD e CAT, foram

avaliadas em Espectrofotometro (U2010, Hitachi) (Laboratério de Neurobiologia de
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Processos Inflamatorios e Metabdlicos - UNISUL) enquanto que as analises de GPx
e citocinas foram realizadas em leitora de microplacas Spectramax M3 — Molecular

Devices (Laboratorio de Neurociéncias - UNESC).
3.3 ANIMAIS

Para este estudo, foram utilizados 57 ratos Wistar machos, adultos (60 dias),
pesando entre 250-300 gramas (g), procedentes do biotério da Universidade do Vale
do Itajai, que foram recebidos e mantidos no Biotério da Unisul. Em cada caixa,
foram acondicionados, nho maximo, cinco animais, com comida e agua ad libitum,
mantidos em ambiente com temperatura entre 18 e 22° C e umidade relativa entre
55 e 65%, num ciclo de 12 horas claro-escuro (das 7 horas as 19 horas). Os
procedimentos cirargicos sempre foram realizados no periodo da manh&, com inicio

as 8 horas.
3.4 INDUCAO DE SEPSE

No presente estudo, os animais foram submetidos ao modelo CLP®.
Brevemente, os ratos foram anestesiados, com cetamina (80mg/kg) e xilazina
(10mg/kg), e submetidos a laparotomia com incisdo mediana abdominal. O ceco foi
ligado abaixo da juncéo ileo-cecal com fio seda 3-0 e perfurado com uma agulha
namero 14, e gentilmente, comprimido até a extrusdo de conteudo fecal. Os planos
cirirgicos foram fechados e os ratos observados por 2 horas. Todos 0s grupos
receberam “suporte basico” (salina em 50 mL/kg imediatamente e 12 horas apds
CLP e ceftriaxona (30 mg/kg) e clindamicina (25 mg/kg) a cada 6 horas). Para o
grupo controle, os animais foram submetidos a laparotomia, sem ligacdo ou
perfuracdo cecal (sham). Para minimizar a variabilidade entre os diferentes

experimentos, o procedimento CLP foi realizado sempre pelo mesmo pesquisador®.
3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO
Os animais foram tratados imediatamente apds a inducao de CLP e, 12 horas

apos, com DMF na dose de 15 mg/kg dissolvido em 0.08% de dimetilsulfoxido

(veiculo) por administracdo oral (gavagem)®. A escolha desta via se da porque o
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DMF precisa ser lisado pelas esterases do intestino e formar o metabdlito ativo MMF
fazendo seu efeito esperado®. Como controle positivo utilizamos o antioxidante
NAC, diluido em salina, na dose de 20 mg/kg, administrado por via subcutanea em
3, 6 e 12 horas apos CLP’®.

Os grupos foram divididos em sham+veiculo; sham+NAC; sham+DMF;
CLP+veiculo; CLP+NAC e CLP+DMF com 7 animais por grupo experimental no que
se refere aos grupos sham e 12 animais nos grupos CLP, considerando uma
mortalidade cerca de 40% nos grupos CLP®’.

Para as analises bioquimicas, em um tempo de 24 horas apos CLP, os
animais foram submetidos ao procedimento de morte indolor assistida por overdose
de tiopental e foram decapitados. O cértex pré-frontal (regido mais frontal do cortex,
relacionada & meméria e & emocdo)®®, hipocampo (parte medial do cortex,
relacionado a memoaria a longo-prazo e na memdéria a curto-prazo com duragao
maior que alguns minutos)®® e cértex (regido mais externa do cérebro, que interliga
outros sistemas, com funcdes sensoriais e motoras, aprendizado e meméria)®® foram
retirados para posteriores analises. Abaixo, segue o desenho esquematico sobre os

tratamentos realizados.

Grupos experimentais e tratamento

Sham + veiculo CLP + veiculo
Sham + NAC 07 animais CLP+ NAC 12 animais
Sham + DME CLP+ DMF
Tratamento
DMF oh 12h

15mg/kg + DMSO 0,08%
via gavagem

NAC | | |

20mgfkg + salina iyl 3h &h 12h
vias.c

Figura 1 - Tratamentos realizados nos grupos experimentais (CLP) e controles

(Sham).
Fonte: Elaborado pelas autoras, 2016.



28

3.6 TECNICAS
3.6.1 Atividade da mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase (MPO) é um indicativo do infiltrado de
neutrofilos tecidual. Nesse sentido, o tecido serd homogeneizado (50 mg/ml) em
0.5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio e centrifugado. A suspenséo foi
sonicada e aliquota do sobrenadante misturada com solucédo de 1.6 mM TMB e 1
mM H,0.,. A atividade da MPO foi mensurada espectrofotometricamente em 650nm
a 37°C. Os resultados foram expressos como mU/mg proteina®.

3.6.2 Niveis de citocinas

As concentragdes de CINC-1, TNF-a, e IL-6 foram determinadas através da
técnica de ELISA em leitor de microplacas. Inicialmente em uma placa com 96
pocos, foram adicionados 100 pl/poco do branco, padrdo ou das amostras,
procedendo-se a incubacdo da placa por 2 horas a temperatura ambiente em
agitador tipo Kline com baixa rotacdo. Apos esse periodo foi adicionado 100 pl de
reagente de deteccado A, e incubado por 1 hora a 37°C. Lavou-se trés vezes a placa
com uma solucéo de lavagem.

Depois desse procedimento, adicionou-se 100ul do reagente B em cada poco,
seguindo uma incubacao de 30 minutos. Repetiu-se o procedimento de lavagem por
cinco vezes. Entdo se adicionou 90 ul de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina em cada poco,
incubando a placa por 20 minutos a 37°C, esse procedimento gera uma coloragao
azul, ao final da incubacgéo foi adicionado, rapidamente, a solu¢cdo de parada de
reacdo, e a leitura pontual foi realizada em leitora de microplaca, a 450 nm. A
unidade de medida utilizada foi pg/ml.

3.6.3 Concentracgéo total de nitrito/nitrato

A concentracdo de nitrito/nitrato (N/N) foi mensurada como indicativo da
producdo de oxido nitrico através da utilizacdo da reagdo de Griess, por adicdo de
100 pL de reagente de Griess [0.1% (w/v) naftil etilenodiaminadicloridrato em H,0 e

1% (p/v) sulfanilamida em 5% (v/v) H3PO,4 concentrado], vol. [1:1] paral00 pL de
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amostra. A densidade Optica foi medida a 550 nm usando um espectrofotdmetro e os

resultados foram expressos em nmol/mg de proteina™®.

3.6.4 Substancias reativas ao acido tiobarbittrico

Como indice dos efeitos do estresse oxidativo sobre os lipideos, foi utilizada a
formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), durante uma
reacdo acida de aquecimento'®. Resumidamente, as amostras foram misturadas
com 1 mL de acido tricloroacético a 10% e 1 mL de &cido tiobarbittrico 0,67%, e, em
seguida, aguecida em banho de agua fervente a 100°C durante 30 minutos. TBARS
foram determinadas pela absorbancia a 535 nm, utlizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como padrdo externo. Os resultados foram expressos como

equivalentes de malondialdeido (nmol)/mg de proteina®®.

3.6.5 Carbonilacéo protéica

O efeito do estresse oxidativo, em proteinas, foi avaliado por meio da
determinacdo de grupos carbonil baseado na reacdo com dinitrofenilhidrazina.
Resumidamente, as proteinas foram precipitadas por adicdo de &cido tricloroacético
a 20% e dissolvidas em dinitrofenilhidrazina, e a absorbancia foi aferida em 370 nm.
Os resultados foram expressos como niveis de proteinas carboniladas (nmol)/mg de

proteina®®.

3.6.6 Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método de McCord e
Fridovich!®. A atividade da SOD foi medida com base em sua capacidade de inibir
espontaneamente a oxidagdo da adrenalina em adrenocromo. A SOD presente na
amostra compete pelo radical O,-, diminuindo a oxidacdo da adrenalina. Dessa
forma, a velocidade de formacdo do adrenocromo em um meio de reagdo contendo
glicina-NaOH (50 mM em pH 10,2) e adrenalina (60 mM), indica a atividade da SOD,
a variacdo de absorbancia € medida em 480nm. Uma unidade de SOD produz
aproximadamente 50% de auto-oxidagdo de adrenalina. Os resultados foram

expressos como U/mg de proteina’®®.



30

104eé

A atividade da CAT foi determinada de acordo com o método de Aebi
diretamente proporcional a taxa de decomposicao do peroxido de hidrogénio (H205).
A reacdo utiliza o método que emprega H,O, que deve ser convertido pela CAT em
H.O e O,. O tecido cerebral foi homogeneizado em tampé&o de fosfato 50 mmol/ L
(pH 7,0), e a suspenséo resultante foi centrifugada a 3000rpm durante 10 min. Uma
aliquota de 100 pl da amostra (20 pl) foi adicionada a 1000 pl da mistura de
substrato’®*. A mistura de substrato continha 0,3 ml de H,O, em 50 ml de tamp&o ao
fosfato 0,05 M (pH 7,0). Absorbancias foram registradas em 240 nm nos tempos 0,
30 e 60 segundos apds o inicio da reacdo. Uma curva padrdo foi estabelecida
utilizando catalase purificada (Sigma®, MO) em condi¢fes idénticas. Os resultados
foram expressos em U/mg de proteina’®,

A atividade da GPx foi determinada pelo método de Wendel'®, usando
hidroperéxido de tert-butila como substrato. Em cubeta de quartzo, foram
adicionados os seguintes reagentes: 600 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,0, contendo EDTA 1 mM, 10 mL de azida sédica 40 mM, 15 mL de glutationa
100 mM, 15 mL glutationa redutase 10 U/ml, 10 mL NADPH 10 mM e 10 mL de
amostra (0,1 - 0,3 pg de proteina)*®®. Esta mistura foi incubada a 25 0C durante 1
minuto, a fim de estabilizar o meio, e apdés foram adicionados 50 mL de
hidroperoxido de tert-butila 10 mM para iniciar a reacdo. Os brancos foram
preparados substituindo a amostra por tampao fosfato'®. A queda da absorvancia a
340 nm foi acompanhada durante 240 segundos e a atividade da GPx foi calculada,
utilizando-se o coeficiente de extincdo do NADPH a 340 nm de 6,2 mM-1 cm-1. A
atividade da GPx foi calculada como U/mg de proteina (1U = 1 mmol NADPH

consumido/min)*°°.

3.6.7 Determinacdo de proteinas totais
Todos os resultados das analises bioquimicas foram normalizados com a

guantidade de proteinas avaliada de acordo com o método descrito por Lowry e

colaboradores!®.
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3.7 VARIAVEIS DE ESTUDO

Abaixo estdo descritas e classificadas as variaveis desse estudo, as unidades

de medidas empregadas e a proposta de utilizacdo das mesmas.

Quadro 1 - Variaveis do estudo.

Variavel Unidade de | Dependente | Independente | Proposta de
medida (desfecho) (exposicéo) utilizagdo
Inducdo de Sepse - X
Niveis de TNF-a pg/ml X Média e
Desvio
Padréo
Niveis de CINC-1 pg/ml X Média e
Desvio
Padréo
Niveis de IL-6 pg/ml X Média e
Desvio
Padréo
Concentracao Um/mg X Média e
nitrito e nitrato proteina Desvio
Padréo
Dano oxidativo equivalentes X Média e
em lipidios de MDA Desvio
(nmol/mg de Padréo
proteina)

Dano oxidativo nmol/mg X Média e
em proteinas proteina Desvio
Padréo

Atividade da U/mg X Média e
Superoxido proteina Desvio
Dismutase Padréo
Atividade da U/mg X Média e
Catalase proteina Desvio
Padrao

Atividade da U/mg X Média e
Glutationa proteina Desvio
Padréo

Concentragéo de muU/mg X Média e
Mieloperoxidase proteina Desvio
Padrao

Fonte: Elaborado pelas autoras, 2016.
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3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Dados foram expressos em média = desvio padrdo e foram analisadas por
ANOVA e teste post hoc Tukey. Para todas as analises, p<0.05 foi considerado,
estatisticamente, significante e as analises foram executadas, utilizando o programa
SPSS® versdo 20.0. Os gréficos apresentados foram construidos no Graphpad

Prism® versao 5.

3.9 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente projeto de pesquisa foi submetido & Comiss&o de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), sendo
aprovado o protocolo experimental (protocolo nimero 15.009.4.03.1V), disponivel no
anexo A. A utilizacdo dos animais seguiu os principios da lei Arouca - Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins cientificos e didaticos -
DBCA-2013'". O descarte dos animais foi realizado por acondicionamento em saco
branco leitoso, identificados como “lixo infectante” e levados para um freezer de
residuos localizado no biotério desta instituicdo para a conservacdo até o momento
da coleta por uma empresa terceirizada, para tratamento e disposicao final,
conforme RDC n° 306/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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4. RESULTADOS

4.1 O DMF REDUZ A NEUROINFLAMACAO NA SEPSE

Os resultados referentes a figura 2 demonstram a atividade da MPO como um
indicativo do infiltrado de neutrofilos ativados no hipocampo, cortex pré-frontal e
cortex, 24 horas apdés CLP. Os animais, submetidos a CLP e tratados apenas com
veiculo, apresentaram altos niveis de MPO, quando comparados ao grupo
sham+veiculo para todas as estruturas cerebrais estudadas. A administracdo de
DMF foi efetiva em diminuir o infiltrado de neutrofilos em todas as estruturas
cerebrais estudadas, exercendo uma melhor resposta que o uso do antioxidante
classico NAC, no cortex pré-frontal.

0151 Ea Sham-+veiculo
T EE3 Sham+NAC

o E3 Sham+DMF
o E 0.10- m CLP+veiculo
=g 0O
B E&a CLP+NAC
b E= CLP+DMF
T
S E T #
22 0.05- — =
<= — —

0.00- =

Hipocampo Coartex Pré-frontal Cortex

Figura 2 - Infiltrado de neutréfilos através da andlise da atividade da MPO no
hipocampo, cortex pré-frontal e cortex de ratos submetidos a sepse polimicrobiana e
tratados com DMF e NAC. Dados expressos como média * desvio-padrao,

analisados por ANOVA de uma via com post hoc de Tukey.* p<0,05 em relacdo ao

grupo sham+veiculo e # p<0,05 em relagdo ao grupo CLP+veiculo.
Fonte: Elaborado pelas autoras, 2016.

No que se refere aos niveis de citocinas (Figura 3A, B e C), inicialmente,
houve elevacdo dos niveis da quimiocina CINC-1 (A) no hipocampo, cértex pre-
frontal e cortex, todavia somente NAC diminuiu 0s niveis no hipocampo e, no cortex,

houve a diminuicdo de CINC-1 com tratamento com NAC e DMF. Com relacdo aos
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niveis de TNF-a (B), houve uma elevagdo no hipocampo e cortex pré-frontal 24
horas ap6s a inducdo de sepse. DMF foi eficaz na prevencdo da elevacdo da
citocina somente no hipocampo. Para os niveis de IL-6 (C), houve aumento
significativo em todas as estruturas cerebrais estudadas, comparando-se 0 grupo

CLP+veiculo com sham+veiculo. Novamente, o tratamento com DMF foi efetivo em

diminuir o nivel da citocina no hipocampo acompanhado do tratamento com NAC.
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Figura 3 - Niveis de citocinas pro-inflamatorias CINC-1 (A), TNF-a (B) e IL-6 (C) no
hipocampo, cortex pré-frontal e cértex de ratos submetidos a sepse polimicrobiana e
tratados com DMF e NAC. Dados expressos como média = desvio-padrao,
analisados por ANOVA de uma via com post hoc de Tukey.* p<0,05 em relacdo ao

grupo sham+veiculo e # p<0,05 em relacédo ao grupo CLP+veiculo.
Fonte: Elaborado pelas autoras, 2016.
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4.2 O DMF REDUZ OS NIVEIS CEREBRAIS DE ESTRESSE OXIDATIVO NA
SEPSE

Na figura 4, verificou-se em 24 horas apo6s CLP, que houve um aumento na
concentracdo de N/N no hipocampo e cortex, quando submetidos a sepse,
comparado ao grupo sham+veiculo. Somente DMF diminuiu os niveis de N/N no

hipocampo, enquanto que no cértex houve diminuicdo com NAC e DMF.

0.151
° EZE sham+veiculo
o Ed sham+NAC
£3 i E3 sham+DMF
2 x :
£S5 0.101 I cLP+veiculo
3 . E& cLrP+NAC
o o T Ed cLrP+DMF
T o
e £
O
< ¢ 0.059
c = ¢
(]
o
<
o
o

Hipocampo Cortex Pré-frontal Cortex

Figura 4 - Nivel de N/N no hipocampo, coértex pré-frontal e cértex de ratos
submetidos a sepse polimicrobiana e tratados com DMF e NAC. Dados expressos
como média + desvio-padrao, analisados por ANOVA de uma via com post hoc de
Tukey.* p<0,05 em relacdo ao grupo sham+veiculo e # p<0,05 em relacdo ao grupo

CLP+veiculo.
Fonte: Elaborado pelas autoras, 2016.

Para os niveis de dano oxidativo em lipidios (Figura 5A), houve aumento de
dano em lipidios em todas as estruturas cerebrais quando submetidos a sepse. O
tratamento com DMF foi efetivo em diminuir o dano no hipocampo e no cortex
acompanhado ao tratamento com NAC. No que se refere aos niveis de proteinas
carboniladas, como demonstrado na figura 5B, foi observado que, em 24 horas ap0s
CLP, que houve aumento do dano em proteinas, novamente, em todas as estruturas
cerebrais estudadas. No hipocampo, houve uma diminui¢do desses niveis com NAC

e DMF e no cortex pré-frontal e cortex, somente com DMF.
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Figura 5 - Niveis de dano oxidativo em lipidios (A) e proteinas (B) no hipocampo,
cortex pré-frontal e cértex de ratos submetidos a sepse polimicrobiana e tratados
com DMF e NAC. Dados expressos como meédia + desvio-padrdo, analisados por
ANOVA de uma via com post hoc de Tukey.* p<0,05 em relacdo ao grupo

sham+veiculo e # p<0,05 em relagéo ao grupo CLP+veiculo.
Fonte: Elaborado pelas autoras, 2016.

A atividade da enzima antioxidante SOD foi diminuida nas trés estruturas
cerebrais, quando os animais foram submetidos a CLP+veiculo comparados ao
controle sham+veiculo (Figura 6A). O tratamento com DMF mostrou-se efetivo no
aumento da atividade da enzima somente no hipocampo. Quando analisada a
atividade da CAT (Figura 6B), ndo foram verificadas alteracbes com a inducédo da

sepse nhas estruturas cerebrais e os tratamentos ndo apresentaram diferenca
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significativa. Por outro lado, observou-se uma diminuicdo na atividade da GPx
(Figura 6C) nas estruturas cerebrais estudadas, quando submetidos a sepse e ao
tratamento com NAC e DMF reverteram esses niveis no hipocampo, enquanto que

no cortex, apenas o tratamento com DMF foi efetivo em aumentar os niveis de GPx.
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Figura 6 - Niveis da atividade da SOD (A), CAT (B) e GPx (C) no hipocampo, cortex
pré-frontal e cértex de ratos submetidos a sepse polimicrobiana e tratados com DMF
e NAC. Dados expressos como média + desvio-padrdo, analisados por ANOVA de
uma via com post hoc de Tukey.* p<0,05 em relacdo ao grupo sham+veiculo e #

p<0,05 em relacdo ao grupo CLP+veiculo.
Fonte: Elaborado pelas autoras, 2016.
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento da disfuncdo cerebral na sepse € uma condicdo que
contribui para a sua elevada mortalidade. Na fisiopatologia da EAS, estdo envolvidos
o desenvolvimento da inflamacéo exacerbada, assim como o estresse oxidativo que
podem provocar alteracbes em neurotransmissores e, consequentemente,
alteracbes comportamentais afetando negativamente a qualidade de vida de
sobreviventes & sepse’®. No presente estudo, foram avaliados os efeitos de DMF
sobre a disfuncéo cerebral apGs sepse experimental em ratos. Nos animais tratados
com DMF, houve diminuicéo do infiltrado de neutréfilos no hipocampo e cértex pré-
frontal, diminuicdo nos niveis de citocinas TNF-a e IL-6 no hipocampo e diminuicédo
de CINC-1 no coértex. No que se refere as andlises de estresse oxidativo, o0 DMF
diminuiu os niveis de N/N no hipocampo e cortex, diminuiu o dano em lipidios no
hipocampo e coértex e dano em proteinas carboniladas no cortex pré-frontal e cortex.
Quanto a atividade das enzimas antioxidantes, para SOD, DMF foi efetivo no
aumento da atividade desta somente no hipocampo, a enzima GPx aumentou seus
niveis no hipocampo e cértex, enquanto que a atividade da enzima CAT n&o
apresentou diferenca significativa.

A resposta inflamatoria sistémica associada a fisiopatologia da sepse induz a
ativacdo de células endoteliais da BHE, que resultam no estimulo para liberacdo de
mediadores pré-inflamatérios no parénquima cerebral”®. Sabe-se, ainda, que
proteinas como as metaloproteinases de matriz (MMP)-2 e MMP-9 estao,
intimamente, relacionadas a degradacdo das juncdes apertadas que garantem a
integridade da BHE e suas fungéeslos. E que, as citocinas sao capazes de induzir a
ativacdo destas MMPs, propiciando a permeabilidade da BHE. Em modelo animal de
sepse polimicrobiana, foi verificado, previamente, que a permeabilidade da BHE
ocorre em 24 horas apos o inicio da doengalog, sendo acompanhada pelo aumento
da migracdo de neutrofilos para estruturas cerebrais como o hipocampo?®. Diante do
exposto, o primeiro achado do nosso estudo acompanhou os resultados prévios em
gue observamos 0 aumento da atividade da MPO como um indicativo do infiltrado de
neutrofilos em todas as estruturas cerebrais estudadas, atenuado através do
tratamento com DMF, exercendo efeito inclusive melhor que o antioxidante padrao

NAC no cortex pré-frontal.
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Dentro desse quadro, o DMF, juntamente com seu metabdlito ativo MMF, vem
utilizando seu potencial terapéutico para o tratamento de doencas inflamatérias e
relacionadas ao estresse oxidatixo™°.

Apoés a administracao oral, o DMF é metabolizado para MMF, atingindo niveis
detectaveis no SNC, apresentando efeito direto sobre as células residentes do
mesmo®. Em pacientes com esclerose miiltipla recorrente-remitente, o DMF é
considerado um potente tratamento imunomodulador por via oral. Foi verificado que
tem a capacidade de atravessar a BHE, exercendo assim, efeitos de neuroprotecéo,
através da modulacéo da ativacéo da microglia®:. A micréglia ativada é um elemento
critico da cascata neuroinflamatéria, pois libera citocinas pro-inflamatérias e EROs e
ERNSs, conduzindo a neurodegeneracao e alteracdo da transmisséo sinaptica, como
ocorre em doencas neurodegenerativas, tais como a esclerose mdltipla®. O
tratamento com DMF pode reduzir a inflamacéo do cérebro, devido & menor ativacao
microglial e, consequentemente, a niveis menores de citocinas pro-inflamatoérias no
SNC e com menor atracdo de células imunes como neutréfilos para esta regido™**.

Um estudo sobre esclerose mdltipla utilizando o modelo experimental de
encefalomielite, demonstrou que os neutréfilos se infiltram no SNC e que o
tratamento com DMF reverte essa infiltracdo™'?. O trabalho demonstrou que DMF é
capaz de inibir a adesao de neutréfilos as células endoteliais do cérebro através da
ativacdo do acido hidrocarboxilico, um receptor de membrana acoplado a proteina
G. O &cido hidrocarboxilico ativa a proteina quinase ERK, que é capaz de diminuir a
migracdo de neutréfilos as células endoteliais do cérebro**?.

Em modelo animal de acidente vascular cerebral isquémico, também se

verificou o papel protetor de DMF no cérebro'.

Os ratos tratados com DMF
reduziram o infiltrado de neutréfilos, o numero de micrdglias ativadas na regido do
enfarte cerebral e os niveis de citocinas pré-inflamatérias™*.

Quimiocinas como CINC-1, o homdlogo de rato para Interleucina-8 (IL-8) de
humanos, possui papel fundamental na quimiotaxia de neutréfilos*®. Em nosso
estudo, o aumento dos niveis de CINC-1, assim como TNF-a e IL-6 seguiu o perfil
do aumento de MPO nas estruturas cerebrais estudadas. O aumento da presenca
de neutrdfilos ativados no encéfalo permite que sejam liberadas outras citocinas pro-
inflamatérias como TNF-a e IL-6*. Quando as células gliais reconhecem estas

moléculas, ha ativagdo de diferentes vias intracelulares, incluindo a via que leva a
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ativacdo de NF-kB na micréglia com consequente progressdo da elevacédo de
citocinas pré-inflamatérias®.

A fisiopatologia de doencas inflamatérias e autoimunes, como a esclerose
multipla, esta associada com a ativacdo de NF-kB presentes no citoplasma de

células do sistema imunolégico*

. Quando ativado por estimulos causados por
toxinas bacterianas e mediadores inflamatérios, o NF-KB tem potencialidade de
ativar genes que codificam citocinas pro-inflamatérias, como CINC-1, TNF-a e IL-
6% Em micréglia ativada com LPS, foi demonstrado que o tratamento com DMF
diminuiu a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, pela diminuicdo da ativacdo de
NF-kB>®.

Estudos mostram que o papel anti-inflamatorio exercido por DMF se refere a
sua influéncia sobre a inibicdo da ativacdo de NF-kB"**>" A acdo de inibicdo de
NF-kB, exercida por DMF, ocorre pela ativagcdo de outro fator de transcricdo, o
Nrf2%°. Foi verificado que a inducdo de uma via de ARE dependente de Nrf2 inibe a
transcricdo nuclear de NF-kB, impedindo a producdo de mediadores pro-
inflamatorios. Estudos utilizando camundongos knockout Nrf2—-/- mostraram
aumento da ativacdo de NF-kB, citocinas e quimiocinas, apoés insulto inflamatério, tal
como induzido por LPS ou TNF-a®°, e apés injuria induzida por modelo animal de
traumatismo cranio encefalico’'®.

Dados de estudos clinicos e experimentais indicam que a sepse esta
associada com um aumento na producdo de EROs, diminuicdo da capacidade
antioxidante e acimulo de marcadores de dano oxidativo'****'?, Dessa forma, a
resposta inflamatoéria na sepse é caracterizada pela liberacdo excessiva de citocinas,
associada ao aumento de estresse oxidativo, levando a disfun¢cdo mitocondrial, com
consequente morte celular*?.

O ceérebro é frequentemente exposto as EROs, devido ao seu alto consumo
de oxigénio e, durante a sepse, parece ser um dos primeiros 6rgéos afetados'?*. Os
neurdnios sado as células mais dependentes de oxigénio dentre os tipos celulares do
SNC® e a degeneracéo mitocondrial e apoptose tém sido observadas em diferentes
regides cerebrais de pacientes sépticos e em modelos animais*?**%,

Chuang e colaboradores demonstraram, experimentalmente, em ratos
sépticos, um aumento na producéo de anion superéxido (02-) no tecido cerebral*®*.
Adicionalmente, niveis aumentados de 6xido nitrico (NO) e de peroxinitrito (ONOO-)

no cérebro desempenham um papel critico na funcéo neuronal na sepse®.



41

DMF, em nosso estudo, regulou os niveis de N/N como indicativo da
producdo de ONOO- no hipocampo e cortex pré-frontal sendo, inclusive, melhor que
o tratamento com NAC no hipocampo. Wilms e colaboradores mostraram,
previamente, que DMF diminui a sintese de NO em cultura de microglia e astrocitos
estimulados com LPS e tal resposta e dependente da ativacdo de Nrf2%3. Em nosso
estudo, a diminuichio de ONOO- causada por tratamento com DMF,
interessantemente, refletiu-se na diminuicAo de dano oxidativo em lipidios e
proteinas.

A literatura demonstra que o uso de antioxidantes representa um alvo
terapéutico que pode reduzir o risco de algumas condigbes de dano neuroldgico
relacionados ao aumento da oxidacdo de estruturas celulares como lipidios e
proteinas®?®>. Os mecanismos endégenos de acdes antioxidantes incluem a remocéo
de espécies reativas de oxigénio protegendo as células dos danos oxidativos*?°.

Sabe-se que, entre os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na disfungéo
cerebral na sepse, encontra-se a alteracdo de producédo de enzimas antioxidantes
como a SOD, CAT e GPx?. Observou-se, no presente estudo, que tais resultados se
reforcam no que se refere a atividade da SOD e GPx em que para todas as
estruturas cerebrais houve uma diminuicédo da atividade dessas enzimas.

Estudos mostram que 0 estresse oxidativo induz a translocacdo de Nrf2 para
o nicleo da célula onde ativam genes que codificam ARE!**?%12’ postula-se dessa
forma que DMF por ter efetividade em ativar a via que regula a ativacdo de Nrf2,
tenha resultado no aumento da producdo de SOD no hipocampo no presente
estudo. Adicionalmente para a atividade da GPx, pode proporcionar 0 aumento da
atividade da enzima no hipocampo, assim como a NAC e exerceu atividade melhor
do que NAC no cortex.

NAC refere-se a um antioxidante classico por ser um precursor de aminoacido
cisteina que é necessario para a sintese de glutationa'®. Na sepse, diversos
estudos relacionam a efetividade de NAC na diminuicdo do dano oxidativo, tanto em
6rgdos periféricos como no SNC®’"*?°_ Observou-se, que DMF foi efetivo contra as
alteracdes oxidativas e, inclusive, melhor que NAC na atividade da GPx.

Portanto, mostramos no presente estudo, que o DMF exerce efeito contra a
neuroinflamacdo e como antioxidante em estruturas cerebrais importantes
relacionadas a disfuncdo cerebral na sepse, possivelmente, por exercer seu papel

sobre as vias que regulam NF-kB e Nrf-2.
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6. CONCLUSAO

A sepse polimicrobiana induziu o aumento do influxo de neutrdéfilos, de
quimiocina e citocinas no SNC, além do aumento de nitrito/nitrato, dano em lipidios e
proteinas e diminuicdo de enzimas antioxidantes como a SOD e GPx. O tratamento
com DMF foi eficaz em reverter tais parametros, sendo inclusive mais efetivo que a

administracdo do antioxidante classico NAC em diferentes avaliacdes realizadas.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos adicionais sdo necessarios para definir melhor a interacdo complexa
entre as vias que regulam NF-kB e Nrf2, que acredita-se serem as vias responsaveis
pelos efeitos de DMF descritos no presente estudo. Além disso, torna-se importante
estudar o efeito de DMF nas alteracbes comportamentais relacionadas a
fisiopatologia da disfuncdo cerebral na sepse como o dano a memoria e ao

aprendizado.
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ANEXO

ANEXO A - Parecer Aprovacéo da Comissé&o de Etica em Uso de Animais

UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UNISUL

Palhoga, 07 de maio de 2015.

Registro na CEUA (cédigo): 15.009.4.03.1V

Ao pesquisador: Fabricia Cardoso Petronilho
Lucinéia Gainski Danielski

Curso de Farmacia - Campus Tubarao

Prezado(a) Pesquisador(a),

Vimos, através deste, informar que o projeto de pesquisa “Avaliagdo dos efeitos
antioxidantes, antiinflamatérios e neuroprotetores do dimetil fumarato na
encefalopatia associada 4 sepse em modelo animal de sepse induzida por ligagao
e perfuracao cecal” foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais - CEUA
da UNISUL. .

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL e
nos limites de suas atribuices, o disposto na legislagao federal aplicavel a criagao e a
utilizagao de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos corpos
docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras
instituicdes, caracterizando-se a sua atuagdo como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizagao nas questdes relativas & matéria, sob os aspectos: | - Etico; 1l
- Legal: enquadramento na legislagéo vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, gualquer alteragéo dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizagao do projetc em questao,
devera ser informado_imediatamente 4 Comisséo de Etica no Uso de Animais da
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