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RESUMO

As manifestacdes neurolégicas agudas em pacientes com sepse estdo associadas a
diminuicdo da qualidade de vida e aumento de mortalidade e certos aspectos dessas
alteracdes resultam de mecanismos fisiopatolégicos como o estresse oxidativo.
Nesse contexto, estudos mostram que substancias antioxidantes podem exercer um
papel importante na atenuacao de mecanismos associados a disfuncéo cerebral tais
como o estresse oxidativo e disfuncdo energética mitocondrial. Assim, visto que a
literatura nos fornece informagdes importantes sobre o papel antioxidante de
compostos de selénio como o disseleneto de difenila (DD) e o ebselen (EB) no
Sistema Nervoso Central, avaliamos os efeitos desses compostos na disfungéo
cerebral em ratos submetidos ao modelo animal de sepse. Foram utilizados ratos
Wistar machos submetidos a sepse por ligacdo e perfuracdo cecal (CLP), que logo
apos foram tratados com doses via oral de EB (50 mg/kg), DD (50 mg/kg) ou veiculo
(6leo). Doze e 24h ap6s CLP os ratos foram sacrificados e amostras de estruturas
cerebrais (hipocampo, estriado, cerebelo, cortex pré-frontal e cortex) foram obtidas e
analisadas sob parametros de danos oxidativos pelas técnicas de avaliacdo de dano
em lipidios através da mensuracdo da formacéo das substancias reativas ao acido
tiobarbitrico, dano em proteinas pela formacdo de grupamentos carbonilas e
avaliacdo dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial além da atividade da
enzima creatina quinase. Observamos em nossos resultados a diminuicdo do dano
oxidativo em lipidios e proteinas em diferentes estruturas cerebrais nos tempos
estudados com a administracdo de DD, no entanto EB parece ndo exercer o mesmo
efeito. Tais alteracdes se refletem na avaliacdo dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial através da reversdo da diminuicao da atividade dos complexos causada
pelo modelo de CLP. No entanto, para a atividade de creatina quinase, somente em
24 horas encontramos resultados positivos com o aumento da atividade através da
administracdo de DD. Nesse sentido, nossos resultados sugerem que DD pode ser
um importante alvo terapéutico para a disfuncdo cerebral associada a sepse por
reverter o dano oxidativo, a disfuncdo energética e a atividade da creatina quinase

mostrando-se mais eficaz que EB.

Palavras-chave: Sepse. Selénio. Dano oxidativo. Cérebro. Antioxidante.



ABSTRACT

The neurological manifestations in patients with acute sepsis as well as cognitive
impairment in survivors of sepsis are associated with decreased quality of life and
increased mortality and certain aspects of these changes result from
pathophysiological mechanisms as oxidative stress. In this context, studies show that
antioxidants may play a role in attenuating mechanisms associated with brain
dysfunction such as oxidative stress and mitochondrial dysfunction energy. Thus, the
literature provides us with important information about the antioxidant role of
selenium compounds in the central nervous system, we intend to evaluate the effects
of ebselen and diphenyl diselenide in early and late brain dysfunction in rats
submitted to an animal model of sepsis. Male Wistar rats were subjected to sepsis by
cecal ligation and puncture (CLP), which after treated with oral doses of EB (50 mg /
kg), DD (50 mg / kg) or vehicle (oil). Twelve and 24 h after CLP, the rats were
sacrificed and samples of brain structures (hippocampus, striatum, cerebellum, and
prefrontal cortex) were obtained and analyzed under the parameters of oxidative
damage assessment techniques in lipid damage by measuring the formation of
thiobarbituric acid reactive substances, protein damage by the formation of carbonyl
groups and evaluation of mitochondrial respiratory chain complexes besides the
activity of the enzyme creatine kinase. Our results observed in the reduction of
oxidative damage to lipids and proteins in the different cerebral structures studied
times with the administration of DD, however EB seems to exert the same effect.
Such changes are reflected in the assessment of mitochondrial respiratory chain
complexes by reversing the decreased activity of the complex caused by the model
of CLP. However, for the activity of creatine kinase in 24 hours only positive results
found with increased activity through the administration of DD. In this sense, our
results suggest that DD may be an important therapeutic target for brain dysfunction
associated with sepsis by reversing oxidative damage, dysfunction and energy

creatine kinase activity being more effective than EB.

Keywords: Sepsis. Selenium. Oxidative stress. Brain. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO
1.1 SEPSE: DEFINICAO E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A sepse e suas consequéncias respondem por cerca de 20% das
internacbes em Unidades de Terapia Intesiva (UTI) e constituem as causas mais
comuns de mortalidade nessas unidades (LEVI et al., 2010). Apesar dos
consideraveis avancos, a sepse continua sendo uma importante causa de
mortalidade, com uma incidéncia estimada de 400.000 casos por ano nos Estados
Unidos, com metade deles evoluindo para choque séptico (DOMBROVSKY et al.,
2007). Dados divulgados pelo Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS) mostram
que a mortalidade por sepse € de 51,9% e 30,8% no Brasil e no mundo,
respectivamente (INSTITUTO LATINO AMERICANO DE SEPSE, 2012).

A sepse é a resposta inflamatoria caracterizada por desenvolvimento de
alteracdes clinicas, hematoldgicas, bioguimicas e imunolégicas associadas
a infeccado, a qual quando complicada pela disfuncdo organica é denominada sepse
severa. Diversos quadros clinicos representam diferentes fases evolutivas de uma
entidade fisiopatolégica Unica, cuja evolucdo se ndo contida, € a sindrome da
disfuncéo de mdltiplos 6rgéos (VINCENT; KORKUT, 2008).

Em 1991, na Conferéncia de Consenso feita pela American College of
Chest Physicians and the Society of Critical Care Medicine foram estabelecidos
critérios para a classificacdo de sepse e doencas similares (BONE et al.,1992).
Optou-se por enquadra-las como sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SIRS). Além disso, ficou estabelecido que o termo sepse deve ser utilizado nos
casos onde ha infeccdo, pois a SIRS pode ser causada por diversos outros insultos
(além da infeccéo por bactérias, virus e fungos) considerados “estéreis” tais como
trauma, queimaduras, choque hemorragico e pancreatite aguda (BEISHUIZEN;
VERMES; HAANEN, 1999).

Esta medida foi necessaria para adequacdo do tratamento a fase de
evolucdo da sindrome em que o paciente se encontra. Esses para@metros vém sendo
reavaliados nas subsequentes conferéncias e hoje compde as diretrizes da
“Surviving Sepsis Campaign” para diagndstico precoce e tratamento adequado em
cada etapa do processo fisiopatoldgico da sepse, com objetivo Unico de diminuir a
taxa de mortalidade (VINCENT; KORKUT, 2008).
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Mesmo com sua importadncia na mortalidade global em UTIs, os
tratamentos atualmente empregados sdo meramente de suporte. Um melhor
entendimento da fisiopatologia da sepse pode fornecer dados preliminares e novos
protocolos experimentais de tratamento, para serem posteriormente validados em
ensaios clinicos e empregados na pratica médica (REINHART; KARZAI, 2001).

Classicamente os pesquisadores que trabalham com sepse tém focado
atencao na disfuncdo de multiplos 6rgédos do ponto de vista dos 6rgaos periféricos,
ficando a disfuncdo do Sistema Nervoso Central (SNC) em segundo plano.
Entretanto, cada vez mais tem se dado atengdo a disfuncdo neurologica na sepse,
tanto em sua fase aguda, quanto em sua fase crénica. Os mecanismos associados a
estas alteracfes ndo sdo bem entendidos, mas podem incluir o estresse oxidativo e
a disfuncéo energética cerebral (MESSARIS; MEMOS; CHATZIGIANNI, 2004).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

Todo processo infeccioso desencadeia uma resposta inflamatéria no
hospedeiro, cuja magnitude pode variar de individuo para individuo. A interacéo
complexa entre o organismo e 0 agente causador resulta no processo fisiopatologico
gue antigamente era definido como septicemia e hoje é denominado sepse
(VINCENT; KORKUT, 2008).

Os fatores desencadeadores da ativagao celular e da cascata de eventos
plasmaticos sdo principalmente o0s componentes da parede celular dos
microorganismos, como o acido lipoteicéico (LTA) e peptideoglicados, derivados de
bactérias Gram-positivas (exotoxinas), ou o lipopolissacarideo (LPS), no caso de
bactérias Gram-negativas (endotoxinas). O LPS e as exotoxinas séo liberados
normalmente durante a replicacdo da bactéria e/ou como consequéncia de sua
morte, devido a lise da parede celular (TRIANTAFILOU; TRIANTAFILOU, 2002).

A falta de um receptor para LPS foi durante muitos anos uma barreira no
entendimento de como bactérias Gram-negativas disparavam a resposta inflamatoria
que resultava no choque séptico. Porém, descobriu-se que a ativacdo de
macréfagos estimulados por LPS é dependente da presenca de proteinas ligadoras
de LPS (LBP) e da proteina de membrana CD- 14 (COHEN, 2002; LIEW et al.,
2005). A LBP é uma proteina de fase aguda que catalisa a transferéncia do LPS

para CD-14 potencializando a ativagdo de macréfagos. A interacdo LPS-LBP-CD-14
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se faz por um componente da familia dos receptores Toll. O CD-14 em conjunto com
a proteina de diferenciagdo mieldide-2 (MD-2), participa da apresentacdo de LPS
para o receptor similar ao Toll e em 1998, Poltorak e colaboradores (1998),
mostraram que a sinalizagdo pelo LPS é transmitida pelo receptor Toll-like-4 (TLR-
4).

Nesse contexto, células residentes tém um papel chave, liberando uma
grande variedade de moléculas sinalizadoras como prostaglandinas, leucotrienos,
citocinas e quimiocinas que desencadeiam a resposta inflamatéria, culminando no
recrutamento e ativacdo de leucécitos para o local da infec¢ao, representando uma
das fungbes mais importantes da imunidade inata (JANEWAY, 2001).

Dentre os mediadores enddgenos liberados primeiramente pelas células
residentes e, posteriormente, pelas células recrutadas para o foco infeccioso, as
citocinas desempenham um papel primordial na resposta do hospedeiro. Citocinas
como a interleucina-p (IL-B), o fator de necrose tumoral-a (TNF- a)(J, a interleucina-8
(IL-8) e as demais quimiocinas promovem o recrutamento de leucdcitos para o sitio
inflamatorio, sendo a resposta local fundamental para o controle da infeccdo. A
evolucéo de uma infeccéo localizada para um quadro sistémico caracteriza-se pela
ativacdo das células circulantes, podendo, também, haver a presenca de bactérias,
endotoxinas ou exotoxinas. As mesmas citocinas encontradas no local da infec¢ao
estdo presentes na circulacdo, esse fato é responsavel pela maioria das alteracdes
fisiopatoldgicas, observadas em um quadro clinico de sepse (MOTOYAMA et al.,
2003).

1.3 ENCEFALOPATIA SEPTICA

Sepse sistémica comumente produz disfuncdo cerebral, que pode variar
de uma encefalopatia transitoria reversivel a danos cerebrais irreversiveis
(MOTOYAMA et al., 2003). Apesar de a fisiopatologia da encefalopatia séptica nao
ser bem determinada, provavelmente deva ter origem multifatorial. Diversos fatores
de risco tém sido descritos e podem ser categorizados como: a) condi¢cdo pre-
existente do paciente (como p. ex. idade, histéria de depressdo, doenga hepética,
doenca renal); b) condicdo aguda do paciente (como p.ex. overdose de drogas,
febre) e c) fatores iatrogénicos ou ambientais (como p.ex. uso de sedativos,

alimentacao enteral, catéter venoso central) (JACKSON et al., 1985).
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Dados experimentais sugerem que um numero de fatores, incluindo
geracdo local de citocinas pré-inflamatdrias, microcirculagdo cerebral prejudicada,
desequilibrio em neurotransmissores e um impacto negativo de faléncia de érgaos
periféricos contribuem para o desenvolvimento da encefalopatia séptica (SEMMLER
et al., 2007).

Os mediadores inflamatorios liberados prejudicam a fungéo mitocondrial e
utilizacado de oxigénio pelo cérebro. Estes mediadores também podem aumentar a
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE), resultando em edema
perivascular e rompimento de astrocitos. Estas mudancas parecem causar extensa
lesdo neuronal e, assim, existe a possibilidade que os pacientes que se recuperam
de sepse podem ter déficits neuroldgicos a longo prazo (BARICHELLO et al., 2006).

Nesse sentido tem-se visto que durante a sepse severas anormalidades
sdo observadas como desorientacdo, confuséo, letargia e coma conforme Gofton e
Young (2012), e em modelos animais de sepse, ocorre a encefalopatia aguda onde
0S ratos sobreviventes apresentam déficit cognitivo secundarios a danos ao SNC
(PAPADOPOULOS et al., 2000).

Tais danos podem ser explicados, em parte, pelo fato de que o tecido
nervoso cerebral apresenta caracteristicas Unicas que 0s tornam especialmente
suscetiveis a danos durante a sepse, como sua alta taxa de consumo de oxigénio e
baixos niveis de defesas antioxidantes (D'AVILA, 2008). Portanto, sabe-se que
cérebro utiliza 20% do oxigénio de todo o organismo, do qual mais de 90% é usado
pela mitocondria para gerar adenosina trifosfato (ATP). Todo esse processo pode
ser alterado através de lesdes a partir da liberacdo de agentes como os radicais
livres, que podem induzir a peroxidacéo lipidica e desnaturacdo de proteinas e DNA,
levando a morte celular (GIL; GOMEZ; GOMEZ, 2008).

Diversos estudos mostram o0 envolvimento do estresse oxidativo e
alteracbes na atividade dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial em
modelo animal de sepse decorrentes de fontes como a alteracdo da funcgéo
mitocondrial ou pelo aumento da atividade microbicida de células como neutréfilos
ativados (COMIN et al., 2011; DAL-PIZZOL et al., 2010). Estudos ainda indicam que
a sepse esta associada a um aumento do neurotransmissor excitatorio glutamato na
fenda sindptica, devido a diminuicdo na sua recaptacdo levando a uma

superestimulagéo de receptores N-metil d-aspartato (NMDA) resultando no aumento
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de calcio intracelular e na producdo de EROs, podendo provocar danos celulares
gue culminam em morte neuronal (DAL-PIZZOL et al., 2010).

1.4 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E ANTIOXIDANTES

Define-se radical livre como qualquer atomo ou molécula que contém um
ou mais elétrons desemparelhados (GILGUN-SHERKI et al., 2002; HORTON, 2003).
Podem ser formados pela perda de um elétron de um nao-radical ou no caso do
rompimento de uma ligacdo covalente, caso cada um dos &tomos envolvidos fiquem
com um elétron. Essa situacdo energicamente instavel € o que confere alta
reatividade a essas espécies (HALLIWELL; GUTTERIDJE, 1999).

Quando um radical livre reage com um composto nao-radical, outro
radical livre pode ser formado; assim, a presenca de um unico radical pode iniciar
uma sequéncia de reacdes em cadeia de transferéncia de elétrons. As reacdes em
cadeia séo finalizadas somente quando dois radicais livres se encontram, uma vez
que eles podem combinar seus elétrons sem par e se unir para formar uma ligacao
covalente (MAXWELL, 1995; FRIDOVICH et al., 1998).

Em condi¢des fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, o oxigénio
molecular (O,) sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons,
resultando na formacdo da agua (H,O). Cabe a citocromo oxidase mitocondrial a
funcdo de acrescentar quatro elétrons em cada molécula de oxigénio para gerar
duas moléculas de agua (BERGENDI et al., 1999). Porém, devido a sua
configuracédo eletronica, o oxigénio tem uma forte tendéncia a receber um elétron de
cada vez (Figura 1), formando compostos intermediarios altamente reativos, como o
anion radical superoxido (O2). Sendo formado principalmente através da cadeia
transportadora de elétrons ou por acdo de células fagocitarias, o peroxido de
hidrogénio (H2O,) que isoladamente é praticamente indcuo, porém pode se difundir
facilmente através das membranas celulares e tem potencial de gerar o radical
hidroxil (OH’), sendo que alguns destes compostos sédo formados em,
aproximadamente, 5% do processo de transformacéo celular do oxigénio até a agua
(GUCIN et al., 2004).

Figura 1 - Reducao tetravalente do oxigénio molecular (O2) na mitocondria até a
formacao de agua.



15

e e 24" e H' e H'
oy \ > 02'_\ k » H,0, \ > OH'k \‘ » 2H,0
oxigénio radical pendxido de radical agua
superoxido nidroganio hidroxila

Fonte: Adaptado de Ames et al., 1993.

Por outro lado, o estresse oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio
entre a geracdo de EROs e as defesas antioxidantes, ocasionando um potencial
dano oxidativo (D’AVILA, 2008). Nesse sentido, apesar do O, n&o poder atacar
diretamente o DNA, lipidios e proteinas, em condi¢cdes elevadas o0 mesmo pode
causar a mobilizacdo de ferro a partir da ferritina e também atacar o sitio ativo de
diversas enzimas, causando sua inativacdo acompanhada da liberacdo de ferro
(HALLIWELL, 2001; TURI et al., 2004). Por ser um radical livre e, por conseguinte,
muito reativo, deve ser removido rapidamente dos tecidos pela reacdo da
dismutacao realizada pela enzima superoxido dismutase (SOD), em que dois anions
superoxido reagem entre si, sendo um oxidado a oxigénio e outro reduzido a H,O,
(BOWLER; CRAPO, 2002; FORMAM; TORRES, 2002).

Conforme Halliwell (2001), possuindo alta reatividade o OH™ é capaz de
atacar e danificar todas as biomoléculas por reagir com quase todas as substancias
organicas, séo gerados sempre que o H,0, reagir com fons Cu*? ou Fe*2. A Figura 2
mostra esta reacdo que € conhecida como reacdo de Fenton (PIERRE;
FONTECAVE, 1999; KANNO et al., 2003).

Figura 2 - Reacao de Fenton.

(Fe**/Cu*) + H,0, — (Fe*/Cu?®*) + OH® OH

Fonte: Adaptado de Maier e Chan, 2002.

Essa ndo é a Unica forma de geragéo de radical hidroxil, também formado
pela reacdo de Haber-Weiss (Figura 3), onde o peroxido de hidrogénio € reduzido
formando o radical hidroxil mediante a transferéncia de um elétron do ion superéxido
na presenca de ions de metais cataliticos (GAETKE; CHOW, 2003). O radical
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hidroxil é formado principalmente pela reacdo de Fenton, pois a reacdo de Haber-
Weiss € bastante lenta (HALLIWELL; GUTTERIDJE, 1999).

Figura 3 - Reagao de Haber-Weiss.

catalisador metalico

02.- + H202 - 02 + OH* OH"

Fonte: Adaptado de Marks et al., 1996.

Outra espécie reativa que causa dano celular € o NO, produzido no
organismo principalmente pela agdo da enzima 6xido nitrico sintase, contudo o NO
nao é suficientemente reativo para atacar o DNA diretamente, mas pode reagir com
o radical anion superéxido, gerando peroxinitrito (NOO’), um oxidante potente,
causador de danos a muitas moléculas biologicas, inclusive aos grupos sulfidrila das
proteinas (VASCONCELOS et al., 2007).

A membrana, nesse contexto, € um dos componentes celulares mais
atingidos por EROs em decorréncia da peroxidacao lipidica, que acarreta alteracbes
na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares. Consequentemente ha
perda da seletividade na troca i6nica e liberacdo do contetdo de organelas, como as
enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formacéo de produtos citotéxicos, culminando
com a morte celular (BARRICHELO; MARTINS; REINKE, 2005). Além disso as
proteinas também sofrem reacdes oxidativas iniciadas pelas EROs, que levam a
alteracbes nas suas estruturas e nos seus estados conformacionais (ALDRED;
GRIFFTHS, 2004). Processos como fragmentacdo, agregacdo, além da maior
susceptibilidade a proteases, exemplificam algumas das a¢des dos radicais livres
sobre as proteinas (YU, 1994). Enquanto ao DNA o aumento de EROs pode causar
dano através do ataque quimico direto (como por exemplo, a acdo sobre as bases
do DNA) e/ou através de mecanismos indiretos, como por exemplo, a acado das
EROs sobre enzimas que replicam ou reparam o DNA. Todavia, quando o O,, o NO
ou 0 H,O, se encontram em niveis fisiol6gicos, estes ndo reagem com as bases do
DNA ou do RNA, ou com a ribose ou desoxirribose em razdes significativas
(BROZMANOVA; DUDAS; HENRIQUES, 2001). Em relagdo ao OH", este na
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presenca do DNA, é capaz de gerar varios produtos, uma vez que ele ataca
acucares, purinas e pirimidinas (HALLIWELL; GUTTERIDJE, 1999).

Para evitar a formacdo, e reparar os danos oxidativos em tecidos e
macromoléculas, todos os organismos de vida aerdbica possuem um complexo
sistema de defesas antioxidantes (MOLINA et al., 2003). Definem-se como “qualquer
substancia que, quando presente em baixas concentracdes em relacdo ao substrato
oxidavel, significativamente retarda ou previne a oxidagcdo desse substrato”, sendo
enzimaticos ou nao enzimaticos (ATOUI et al., 2005).

As enzimas de defesa antioxidante operam como um sistema
coordenado, balanceado, e atuam juntamente com outros antioxidantes ditos néo-
enzimaticos a fim de proteger o organismo contra a injuria celular causada pelo
estresse oxidativo. Este complexo de sistema antioxidante enzimatico é constituido
por SOD, catalase (CAT) e (glutationa peroxidase (GPx) (KUMAR,;
SHANMUGASUNDARAM, 2004).

A SOD é uma enzima presente em todos os organismos aerobios, que
tem como papel bioldgico catalisar a dismutacdo de O, em O, e H,O, (Figura 4)
(FRIDOVICH, 1997). Esta reacado pode ocorrer de modo espontdaneo em pH
fisiolégico, porém quando a SOD esta presente, a velocidade desta reacdo € 104
vezes maior (YU, 1994).

Figura 4 - Reacédo de dismutacao do radical superoxido.

+ SOD
2H" + 20, —» O, + H,0,

Fonte: Adaptado de Forman e Torres, 2002.

A CAT esta principalmente localizada em organelas subcelulares
conhecidas como peroxissomas, que contém varias enzimas produtoras de H,0,, e
também no citosol (WARD; PETERS, 1995). Esta presente nos principais 6rgaos do
corpo, estando principalmente concentrada no figado. Alguns 6rgdos como o
coracdo, musculo esquelético e cérebro contém niveis mais baixos de CAT do que o
figado, por exemplo, e estdo, portanto, mais expostos aos danos provocados pelos
radicais livres (HALLIWELL; GUTTERIDJE, 1999).
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Sua funcdo é controlar os niveis de H,0O,, pois é responséavel pela sua
degradacdo: transforma em &gua e oxigénio o H,O,, formado na dismutacdo do Oy
(Figura 5) (BABIOR, 1997).

Figura 5 - Reacao de decomposicéo do H,O; ao O, pela enzima catalase.

CAT

2H-0, -5 2 H,O + O,

Fonte: Adaptado de Forman e Torres, 2002.

Presente em animais, plantas e muitas bactérias aerObicas em
concentracdes intracelulares que estdo frequentemente na faixa de milimolar, a GPx
€ uma outra forma de eliminar o H,O,, atuando na remocéo deste e de outros
peroxidos, através do acoplamento de sua reducdo a 4gua com a concomitante
oxidacéo da glutationa reduzida (GSH) conforme demonstra a Figura 6 (SHAN; AW,
JONES, 1990).

A enzima GPx catalisa a reacdo de redugédo do H,O,, utilizando selénio
como cofator enzimatico. Sendo que a glutationa peroxidase mitocondrial responde
por aproximandamente 60% da taxa de reducdo de H,0O,. A deficiéncia de glutationa
estd associada com disfuncdo mitocondrial generalizada conduzindo a danos
celulares (NAVARRO; BOVERIS, 2007).

Estudos tém mostrado que além de uma producdo aumentada de EROs,
h&a também uma diminuicdo de antioxidantes, causando o estresse oxidativo em
tempo precoce (12 e 24 horas) além de tardio (10 e 30 dias), apés inducdo de sepse
em modelo animal, e tais alteracdes correlacionam-se com déficits cognitivos como a
perda de memoria (CASSOL-JR et al., 2010).
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Figura 6 - Sistema glutationa peroxidase/redutase.

Reduced Glutathione

/ (2 GSH) I
GMa!mom reductase

GMam:me peroxidase

READy ==
(6SSG)

Oxidized Glutathione

Fonte: Barceloux, 1999.

1.5 METABOLISMO ENERGETICO

Tecidos com uma alta demanda energética tais como o cérebro, contém
uma grande quantidade de mitocondrias, sendo assim mais suscetivel a reducao do
metabolismo aerdbico. As mitocondrias sdo organelas intracelulares que
representam um papel crucial na producéo de ATP, o principal combustivel da célula
na maioria dos processos que necessitam de energia (CALABRESE et al., 2001).

A fosforilacdo oxidativa mitocondrial € a principal via de producéo de ATP,
através da cadeia respiratéria, composta por quatro complexos enziméaticos onde as
unidades de transporte de elétrons translocam os prétons da matriz mitocondrial
para a 0 espaco intermembrana (Figura 7). A dissipacdo desses prétons acontece
através da sintese catalitica de formacdo de ATP pela fosforilacdo de adenosina
difosfato (ADP) (BOEKEMA; BRAUN, 2007).

EROs sdo geradas como subprodutos das reacdes desse processo. A
cadeia respiratéria mitocondrial constitui a principal fonte intracelular de EROs na
maioria dos tecidos, liberando pequenas quantidades de O, e H,O, através da auto-
oxidacdo (TURRENS, 2003). Sendo assim, uma alteragéo no fluxo de elétrons na
cadeia respiratéria provocaria um escape de elétrons, resultando em um aumento na
geracdo de radicais livres e o DNA mitocondrial um alvo para os danos, uma vez
gue estd proximo da cadeia transportadora de elétrons. Tornando-se um ciclo

vicioso: lesdo do DNA mitocondrial afetaria a funcdo da cadeia respiratéria, levando
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a geracdo de mais radicais livres que, por sua vez, provocariam lesdo adicional ao
DNA mitocondrial (BANDY; DAVISON, 1997).

Estudos mostram que a disfuncdo mitocondrial resulta de um mau
funcionamento da cascata bioguimica sugerindo ser um importante fator na
patogénese de muitas doencas (FERREIRA; MATSUBABA, 1997). Sabe-se que o
sistema de fosforilagdo oxidativa gera radicais livres e a cadeia de transporte de
elétrons esta vulneravel a dano por estes (HORN; BARRIENTOS, 2008). O dano
oxidativo induzido pelo estresse pode ser causa ou consequéncia da disfuncéo
mitocondrial (BOEKEMA; BRAUN, 2007).

Figura 7 - Cadeia respiratdria mitocondrial.

I [T

Membrana Externa

B

H* Espacgo intermembranas

ﬂI ATP Membrana Interna

‘ 02 H,0 ﬁ

Succinato Fumarato ADP ATP

Matriz Mitocondrial Pi

Fonte: Rezin, 2008.

Outra forma de producdo de ATP é a partir da enzima creatina quinase
(CK). A CK consiste de um grupo de isoenzimas com um papel central no
metabolismo energético, principalmente para tecidos com alta demanda energética,
como cérebro, musculo cardiaco e esquelético, onde funciona como um efetivo
sistema de tampdo para o0s niveis celulares de ATP. A CK catalisa a
transfosforilacéo reversivel entre ATP e creatina a ADP e fosfocreatina, auxiliando a
manter os niveis dos substratos fosforilados (Figura 8). Durante a excitagdo nervosa
e neuromuscular, o sistema creatina/fosfocreatina é necessario atuando tanto como
um tampado de ATP nas células quanto como um sistema de transporte entre 0s
locais de producédo e consumo de ATP pelas ATPases para evitar grandes
oscilagbes nos niveis de ATP/ADP celulares nesses tecidos excitaveis (WALLIMANN
et al., 1992).
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Quando os complexos respiratorios estdo com a atividade diminuida ou
aumentada, a producdo energética é alterada (CROUSER, 2004). Assim torna-se
importante avaliar a atividade da creatina quinase para verificar se ha uma

compensacao energética cerebral.

Figura 8 - O sistema creatina quinase/fosfocreatina/creatina como sistema de

tamponamento dos niveis de ATP celular.

N N
H"@"H creatine kinase (=] H’@"H
creating phosphocreatine

Fonte: Elaboracéo da autora, 2013.

Estudos demonstram que a hipdéxia e um numero de mediadores
implicados na sepse e na resposta inflamatéria sistémica associada prejudicam
diretamente a funcdo mitocondrial. Evidéncias suportam um papel-chave do NO (e
seus metabdlitos), que produzido em excesso consideravel em pacientes com sepse
pode reagir com a maioria dos componentes da cadeia de transporte de elétrons, na
disfuncédo mitocondrial (HARROIS; HUET; DURANTEAU, 2009; GARRABOU et al.,
2012). Sendo assim, busca-se mais estudos sobre os efeitos da sepse sobre a
cadeia respiratdria mitocondrial, pois a deficiéncia no funcionamento normal desta
leva a uma rapida queda na producdo de energia, justificando a morte celular
(CROUSER, 2004).

1.6 COMPOSTOS DE SELENIO EM SISTEMAS BIOLOGICOS

O selénio € um elemento quimico ndo-metal e essencial na dieta, sendo
incorporado em proteinas como selenocisteina de aminoacidos. Encontrado
principalmente nas seguintes fontes alimentares: castanha-do-para, germe de trigo,
salméo e frango (Mahan et al. 2005). Propriedades fisico-quimicas e bioquimicas do
selénio tem resultado de caracteristicas Unicas redox de selenocisteina e sua

utilizacdo em enzimas antioxidantes. Neste contexto € responsavel pela reducéo dos
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metabdlitos de oxigénio reativos, ajudando a manter a integridade da membrana,
reduzindo o dano oxidativo a lipidos, lipoproteinas e DNA.

Durante os ultimos anos, um grande esforco tem sido dirigido para a
sintese de compostos de organoselénio estaveis que possam ser usados como
antioxidantes (NOGUEIRA; ROCHA, 2011). A efetividade de compostos de selénio
se deve ao fato de que apresentam atividade semelhante a enzima GPx, que
conforme citado anteiromente, possui selénio como cofator enzimatico e catalisa a
reducdo de hidroperoxidos e peroxinitritos por radicais livres, protegendo assim as
células contra o estresse oxidativo (BRENNEISEN; STEINBRENNER, 2005; ROOS
et al., 2009).

O ebselen (EB) [2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-3-(2H)-one] com férmula
quimica (C13H9gNOSe) (Figura 10), € um composto lipidico seleno-orgéanico soluvel
em solventes orgéanicos que reduz hidroperoxidos e lipoperoxidos por mimetizar a
atividade da GPx, possuindo um importante efeito antioxidante e antiinflamatorio
(ANTONY; BAYSE, 2011; PAWLAS; MALECKI, 2007). Tem-se visto que o EB possui
papel neuroprotetor decorrente da atenuacdo de dano oxidativo ao DNA causado
por lesbes isquémicas (HE et al., 2007; TAKASAGO et al., 1997), além de mostrar-
se efetivo na diminuicdo do dano neuronal induzido por alcool e doenca
desmielinizante (JOHNSEN-SORIANO et al., 2007; MAZZANTI et al., 2007).

Figura 9 - Estrutura quimica do EB.

Se

Fonte: Elaboracéo da autora, 2013.

O disseleneto de difenila (DD) com formula quimica (Ci2H10Se2) (Figura
11), tem merecido destaque na literatura desde a década de 80 principalmente por
assim como o EB ser um mimético da enzima glutationa peroxidase (SPECTOR et
al., 1989). Nesse contexto, diversos trabalhos tém apresentado o DD como um bom

agente antioxidante na reducéo da peroxidacao de lipidios provocada por diversos
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agentes em diferentes tecidos (MEOTTI et al., 2004; SANTOS et al., 2004). Dados
da literatura também indicam vérias propriedades farmacoldgicas, tais como
neuroprotetor conforme, Barbosa et al. (2006) e Borges et al. (2006), hepatoprotetor
segundo, Prauchner, Prestes e Rocha (2011) e Silva et al. (2012) e na diminuicdo do
dano pulmonar agudo (LUCHESE et al., 2012).

Figura 10 - Estrutura quimica do DD

Se

Fonte: Elaboracéo da autora, 2013.

Além das vias pelas quais EB e DD exercem efeitos antioxidantes citados
anteriormente, Dobrachinski e outros (2012) relatam a ac¢do de tais compostos na
diminuicdo do dano oxidativo causado pelo aumento de glutamato na fenda
sinaptica, induzido por acido quinolinico. Nesse sentido, sabe-se que na sepse tem-
se verificado que antagonizando os receptores NMDA com o MK-801, ou através da
administracdo de guanosina responsavel pelo aumento da recaptacao de glutamato,
ocorre a diminuicdo do dano oxidativo em diferentes regides cerebrais (FORDER,;
TYMIANSKI, 2009; PETRONILHO et al., 2012).

1.7 MODELO ANIMAL DE SEPSE

A sepse é uma sindrome complexa e terapeuticamente desafiadora, na
qual diversos sistemas organicos estdo interligados e desequilibrados. Varios
modelos experimentais tém sido desenvolvidos para os estudos dos aspectos
fisiopatoldgicos e das consequéncias sisttmicas da sepse, assim como para a
investigacdo de agentes potencialmente terapéuticos e seus mecanismos de acgao.
Para esta proposta, deve-se utilizar um modelo animal que reproduza a
vasodilatacdo, hipotensdo, aumento no débito cardiaco, resposta ao tratamento e
mortalidade vistos em pacientes sépticos. Tem-se utilizado para tal finalidade o

modelo de sepse abdominal, sepse cutanea ou sepse induzida pela administracao
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de LPS ou TNF-a. Porém os modelos que induzem peritonite sdo mais amplamente
utilizados. A peritonite pode ser induzida por inoculagdo direta de bactérias ou
conteudo fecal na cavidade peritoneal e, entretanto o0 modelo mais aceito na
literatura, e que parece simular mais adequadamente o quadro clinico de sepse €&
chamado de ligagcdo e perfuracdo cecal (CLP) (DEITCH, 2005; RITTIRSCH;
HOESEL; WARD, 2007). A técnica CLP baseia-se na ligacao 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, Baue e Chaudry (1980).

A técnica CLP apresenta vantagens como relativa simplicidade,
reprodutibilidade e possibilidade de controlar o grau de contaminacdo bacteriana na
cavidade peritoneal, e consequentemente, a mortalidade, pela mudanca do tamanho
da agulha e/ou numero de perfuracdes realizadas no ceco. Em contrapartida,
variabilidades na mortalidade podem ser encontradas mesmo quando protocolos
iguais sdo usados devido a fatores aos quais, na maioria das vezes, nao Sao
considerados como, por exemplo, diferencas no tamanho da incisdo na pele e
musculo, no comprimento ligado do ceco e volume de contetdo fecal extravasado
para a cavidade peritoneal (DEITCH, 2005; RITTIRSCH; HOESEL; WARD, 2007).
Por isso, a padronizacdo do procedimento de inducdo de sepse polimicrobiana por

CLP tem relevante importancia na consisténcia e reprodutibilidade dos resultados.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que a sepse é uma importante causa de mortalidade e de
lesbes neurologicas sdo necessarios estudos que descubram que mecanismos
causam esses danos e quais medicamentos podem ser utilizados para diminuir tais
lesbes. Nesse sentido sabendo do potencial antioxidante de compostos organicos de
selénio e que a disfuncdo cerebral associada a sepse pode ser decorrente do
estresse oxidativo causado por radicais livres investigaremos nesse contexto, O
papel de dois compostos organicos de selénio em diversos parametros bioquimicos
no cérebro de ratos submetidos a sepse que poderdo ser potencialmente Uteis no
tratamento para o pronunciado dano neuroldgico apresentado pelos pacientes
afetados por essa doenca. A possibilidade de diminuir a mortalidade por sepse e
reduzir os gastos com internacdo em UTIs, além das sequelas tardias destes

pacientes justificam a necessidade de maior investimento no estudo desta patologia.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos antioxidantes da administracdo de compostos
organicos de selénio sob parametros de dano oxidativo e mitocondrial no cérebro de

ratos submetidos a sepse.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito de EB e DD nos niveis de dano oxidativo em lipidios e
proteinas no cérebro de ratos 12 e 24 horas apos inducéo de sepse.

e Avaliar o efeito de EB e DD nos niveis da atividade dos complexos da cadeia
respiratoria mitocondrial (complexo I, Il e 1V) no cérebro de ratos 12 e 24
horas ap6és inducao de sepse.

e Avaliar o efeito de EB e DD sob a atividade da enzima CK no cérebro de ratos

12 e 24 horas ap6s inducédo da sepse.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental com animais.
4.1.1 Bioética

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de ética no uso de animais
(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina/UNISUL (protocolo numero
11.039.4.08.1V) e obedeceu aos Principios de Cuidados de Animais de Laboratério
(Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos Estados

Unidos da América, NIH, publicacdo nimero 85-23, revisada em 1996).

4.1.2 Animais

Foram utilizados Ratos Wistar machos, de 60 dias de idade, pesando
aproximadamente 250 a 350g procedentes do Biotério da Universidade do Sul de
Santa Catarina mantidos em temperatura controlada (23°C + 1) e ciclos de luz
artificial (12 horas claro/escuro). Receberam racdo comercial padronizada para ratos
de laboratério e agua ad libitum.

Durante os experimentos, os animais foram manipulados por pessoas
qualificadas para trata-los de maneira humanitaria evitando dores e estresse
desnecessarios. Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo em guilhotina sob estrita obediéncia as prescricbes cientificas, de
acordo com as normas do Conselho de Medicina Veterindria, sempre com a

presenca de um Médico Veterinario.

4.1.3 Inducéo de sepse

A sepse intra-abdominal foi produzida usando a técnica CLP conforme
previamente descrito (FINK, HEARD, 1990). Brevemente, o0s ratos foram
anestesiados com xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg), sendo submetidos a
laparotomia com incisdo mediana abdominal. O ceco foi ligado logo abaixo da
juncéo ileo-cecal com fio seda 3-0, mantendo assim a continuidade intestinal. O

ceco foi perfurado com uma agulha numero 14 na sua face antimesentérica, e
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gentilmente comprimido até a extrusdo de conteudo fecal. Os planos cirlrgicos
foram fechados e os ratos observados em caixa de recuperagao por 2 horas. Como
controle utilizamos animais submetidos a laparotomia, com manipulacdo do ceco,
mas sem ligacdo ou perfuracdo (sham). Os grupos sepse e sham receberam
reposi¢do volémica, realizada com salina, 50 mL/kg, imediatamente e 12 horas ap0s
a cirurgia e ceftriaxona 30 mg/kg e 25 clindamicina mg/kg por via subcutanea a cada

6 horas.

4.1.4 Tratamentos e obtencdo das amosras

Os animais foram divididos em 4 grupos, com n de 15 animais por grupo
divididos em: sham + veiculo; CLP + veiculo; CLP + DD (50 mg/kg) segundo Acker e
outros (2009) e CLP + EB (50 mg/kg) conforme Kono e outros (2001).

Como os compostos séo lipossolaveis o veiculo utilizado foi a base de
O0leo. Os compostos assim como o Oleo de soja, foram administrados
intragastricamente através de gavagem apoés a cirurgia.

Nos tempos de 12 e 24 horas apés a cirurgia 0os animais foram mortos por
decaptacdo e as estruturas cerebrais foram dissecadas e divididas em hipocampo,
cortex, cortex pré-frontal, estriado e cerebelo e armazenados em freezer para os

experimentos de determinacéo de parametros de dano oxidativo e mitocondrial.

4.1.5 Testes bioquimicos

4.1.5.1 Determinagao do dano oxidativo

Foi avaliado o dano oxidativo (em lipidios e proteinas) onde como indicio
de peroxidacdo lipidica foi medido o nivel de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS) como previamente descrito (ESTERBAUER; CHEESEMAN,
1990). Brevemente as amostras foram precipitadas com acido tricloroacetico a 10%,
logo é adicionado &cido tiobarbitirico a 0,67%. Foi realizada a leitura em
espectofotometro em absorbéncia de 535 nanbémetros wusando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como padrdo externo. Os resultados foram expressos em

malondialdeido equivalente (nmol/mg de proteina).
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Foi avaliado o dano oxidativo a proteinas pela determinacdo do nivel de
grupos carbonilas, com base na reacdo com dinitrofenilhidrazina (DNPH) (REZNICK;
PACKER, 1994). Inicialmente as proteinas foram precipitadas com adicdo de acido
tricloroacetico a 20%, sendo dissolvidas em dinitrofenilhidrazina. A absorbancia foi

lida a 370 nandmetros, sendo os resultados expressos em nmol/mg de proteina.

4.1.5.2 Determinacéo dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial.

As estruturas cerebrais foram homogeneizadas (1:10, p/v) em tampao
SETH, pH 7,4. O homogeneizado foi centrifugado a 800 g por 10 minutos e o
sobrenadante armazenado a —70°C para determinagdo da atividade enzimatica. A
atividade do complexo | (através da avaliacdo da NADH desidrogenase) foi
determinada de acordo com Cassina e Radi, (1996). O complexo Il foi avaliado pela
atividade do succinato de acordo com Fischer e Jasen (1985), enquanto o complexo
IV foi determinado a partir da atividade do citocromo ¢ oxidase de acordo com Rustin
e Munnich (1994).

4.1.5.3 Determinacéo da atividade da creatina quinase (CK)

A atividade da CK foi determinada em homogeneizado dos tecidos
cerebrais (1:10, p/v) em solucéo salina. O meio de incubacéo para dosagem da CK é
composto por fosfocreatina, ADP e glutationa reduzida. A formacdo de CK foi
medida por um método colorimétrico de acordo com Hughes, (1962). As fracbes
citosdlica e mitocondrial da CK foram separadas por centrifugacdo. Expressa em

unidade/min.mg proteina.
4.1.5.4 Determinacéo de proteinas totais
Todas as mensuragdes bioquimicas foram normalizadas pelo conteddo de

proteinas com albumina bovina como padrdo, expressa em mg. (LOWRY et al,,
1951).

4.2 ANALISE ESTATISTICA
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Todos os dados foram apresentados como média e desvio padrdo. Dados
bioquimicos foram analisados através de ANOVA por analise de variancia de uma
via e post hoc Tukey. As analises estatisticas foram feitas por SPSS versao 20.0,
com diferencgas significativas quando o valor de P < 0,05.



5 RESULTADOS

Nossos resultados iniciais mostram através do grafico 1 o dano oxidativo
em lipidios no cerebelo, estriado, hipocampo, pré-frontal e cortex apds 12 horas da
indugcéo de CLP. O DD se mostrou eficaz na diminuicdo dos danos em todas as
estruturas cerebrais avaliadas. Enquanto o EB foi eficaz no cerebelo, estriado e pré-

frontal e apresentou niveis de peroxidacao lipidica maiores que o DD no cerebelo,

hipocampo e pré-frontal.

Grafico 1 - Niveis de TBARS em estruturas cerebrais de ratos submetidos a sepse e

tratados com DD ou EB 12 horas ap0s a sepse.
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Fonte: Elaboracéo da autora, 2013.

Em relacdo ao dano oxidativo em proteinas apos 12 horas da inducéo do
CLP foram observados niveis aumentados no cerebelo, estriado e pré-frontal. E

tanto DD quanto EB se mostraram eficazes na reducéo dos danos em tais regioes

cerebrais (Gréafico 2).
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Gréfico 2 - Niveis de proteinas carboniladas em estruturas cerebrais de ratos

submetidos a sepse e tratados com DD ou EB 12 horas ap0ds a sepse.
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Dados séo expressos como media + desvio padréo. * p<0.05 em relacdo ao grupo sham+veiculo, #
p<0.05 em relagdo ao grupo CLP+ veiculo e $ p< 0.05 em relacédo ao grupo CLP + DD.
Fonte: Elaboracéo da autora, 2013.

Ainda em 12 horas, avaliamos a atividade dos complexos da cadeia
respiratoria mitocondrial (Grafico 3), onde o modelo CLP mostrou diminuicdo da
atividade do complexo | no hipocampo e no cértex enquanto a administracdo de DD
aumentou a atividade de tal complexo no hipocampo, ndo havendo resposta para o

tratamento com EB.
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Gréfico 3 - Niveis da atividade do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial em
estruturas cerebrais de ratos submetidos a sepse e tratados com DD ou EB 12 horas

apos a sepse.
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p<0.05 em relacéo ao grupo CLP+ veiculo e $ p< 0.05 em relag&o ao grupo CLP + DD.
Fonte: Elaboracao da autora, 2013.

J& para a atividade do complexo Il houve uma diminuicdo nos niveis da
atividade do complexo no cerebelo, estriado e hipocampo, sendo que a
administragdo de DD mostrou aumento na atividade nas trés estruturas e o EB

apenas no hipocampo conforme demostrado no grafico 4.
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Gréfico 4 - Niveis da atividade do complexo Il da cadeia respiratdria mitocondrial em

estruturas cerebrais de ratos submetidos a sepse e tratados com DD ou EB 12 horas

apos a sepse.
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p<0.05 em relacéo ao grupo CLP+ veiculo e $ p< 0.05 em relag&o ao grupo CLP + DD.
Fonte: Elaboracéo da autora, 2013.

Em relacdo a atividade do complexo IV observamos uma diminuicdo no

grupo CLP no cerebelo, estriado, hipocampo e pré-frontal. A administracdo de DD

aumentou a atividade em todas as regides enquanto o EB apenas no hipocampo

(Gréafico 5).
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Gréfico 5 - Niveis da atividade do complexo IV da cadeia respiratdria mitocondrial
em estruturas cerebrais de ratos submetidos a sepse e tratados com DD ou EB 12

horas ap0s a sepse.
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Dados séo expressos como media * desvio padrédo. * p<0.05 em relacao ao grupo sham+veiculo, #
p<0.05 em relacéo ao grupo CLP+ veiculo e $ p< 0.05 em relac&o ao grupo CLP + DD.
Fonte: Elaboracao da autora, 2013.

Finalmente para o tempo de 12 horas apés indugéo da sepse observamos
de acordo com o grafico 6 a diminuicdo da atividade da enzima CK em todas as
estruturas estudadas. Sendo que DD e EB alteraram significativamente tais niveis

somente no cerebelo.
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Grafico 6 - Niveis da atividade da CK em estruturas cerebrais de ratos submetidos a
sepse e tratados com DD ou EB 12 horas apoés a sepse.
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p<0.05 em relacédo ao grupo CLP+ veiculo e $ p< 0.05 em relagdo ao grupo CLP + DD.
Fonte: Elabora¢éo da autora, 2013.

Quando avaliados os paréametros anteriormente citados no tempo de 24
horas ap6s CLP verificamos inicialmente que conforme o grafico 7 houve um
aumento no dano em lipidios em diferentes estruturas. Em todos os casos apenas 0
DD se mostrou eficaz na diminuicdo dos danos, enquanto o EB aumentou o dano

que foi atenuado através da administracao de DD.
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Gréfico 7 - Niveis de TBARS em estruturas cerebrais de ratos submetidos a sepse e
tratados com DD ou EB 24 horas ap0s a sepse.
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Fonte: Elaboracéo da autora, 2013.

Em relagdo ao dano a proteinas (Gréafico 8) observamos um aumento no
cerebelo, hipocampo, pré-frontal e cértex no grupo CLP em relagdo ao sham. E em
todos os casos tanto a administracdo de DD como de EB reduziram a formacgéo de
proteinas carboniladas.
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Gréfico 8 - Niveis de proteinas carboniladas em estruturas cerebrais de ratos
submetidos a sepse e tratados com DD ou EB 24 horas apds a sepse.
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Fonte: Elaboragéo da autora, 2013.

Na avaliacdo dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial para o
tempo de 24 horas ap0s a cirurgia, verificamos em relacéo a atividade do complexo |
gue apenas no hipocampo teve sua atividade diminuida devido a inducéo de sepse e

0s compostos de selénio ndo reverteram tal dano (Grafico 9).
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Gréfico 9 - Niveis da atividade do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial em
estruturas cerebrais de ratos submetidos a sepse e tratados com DD ou EB 24 horas

apos a sepse.
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Fonte: Elaboracao da autora, 2013.

Para a atividade do complexo Il observou-se que a inducdo da sepse
diminui tal parametro no cerebelo, estriado, hipocampo e cOrtex em contrapartida o
DD aumentou a atividade em todas as regides cerebrais e 0 EB apenas no cortex
(Gréfico 10).
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Gréfico 10 - Niveis da atividade do complexo Il da cadeia respiratoria mitocondrial
em estruturas cerebrais de ratos submetidos a sepse e tratados com DD ou EB 24

horas ap0s a sepse.
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Fonte: Elaboracéo da autora, 2013.

Conforme verificamos no gréfico 11, os ratos submetidos ao modelo CLP
tiveram para o complexo IV sua atividade diminuida em todas as estruturas
cerebrais estudadas. E todas mostraram um aumento da atividade devido a

administracdo de DD o que n&o ocorreu com a administracao de EB.
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Gréfico 11 - Niveis da atividade do complexo IV da cadeia respiratoria mitocondrial
em estruturas cerebrais de ratos submetidos a sepse e tratados com DD ou EB 24

horas ap0s a sepse.
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Fonte: Elaboracao da autora, 2013.

Finalmente, de acordo com o grafico 12, houve diminuicdo da atividade da
CK 24 horas apés a cirurgia no grupo CLP no cerebelo, estriado, hipocampo e
cortex. No entanto, apenas no hipocampo a administracdo de DD aumentou tal

atividade enquanto o EB n&o mostrou resposta.
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Grafico 12 - Niveis da atividade da CK em estruturas cerebrais de ratos submetidos

a sepse e tratados com DD ou EB 24 horas apos a sepse.
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Fonte: Elaboracéo da autora, 2013.



43

6 DISCUSSAO

Sepse severa esta associada com disfuncdo de multiplos 6rgéos incluindo
disfuncdo cerebral chamada encefalopatia séptica. Sua fisiopatologia ainda ndo é
totalmente entendida, mas varios mecanismos tém sido propostos e parece envolver
danos celulares direto ao cérebro, disfuncdo mitocondrial e endotelial, distirbios em
neurotransmissores e alteracdo na BHE (SIAMI; ANNANE; SHARSHA, 2008).

Demonstramos neste estudo que os danos oxidativos sao eventos
encontrados precocemente na sepse. Durante as primeiras horas ha a producgéo de
citocinas e quimiocinas, que parecem participar tanto na disfuncédo cerebral quanto
de alteracbes de permeabilidade da BHE, o que reforca o papel da resposta
inflamatoéria na disfuncdo aguda do SNC associada a sepse (COMIM et al., 2011).
Recente estudo mostra o envolvimento das metaloproteinases (MMP) na quebra da
BHE, pois ativadas por citocinas inflamatérias estas enzimas agem na clivagem da
matriz extracelular (DAL-PIZZOL et al., 2013). E o estresse oxidativo esta envolvido
em toda essa génese, devido a exacerbacdo da migracado de leucocitos para o SNC
em decorréncia da resposta inflamatoria e quebra da BHE e nesse sentido sdo
responsaveis pelo aumento da producdo de EROs levando ao dano celular no SNC
(COMIM et al., 2011).

O dano oxidativo em lipidios e proteinas foi observado nas estruturas
cerebrais estudadas. De fato, o que se observou neste estudo foram efeitos
benéficos dos compostos de selénio nos danos oxidativos causados pela sepse,
sendo que o DD se mostrou mais eficaz na reducdo de tais danos comparado ao
EB. Efeito benéfico do DD sobre os niveis de dano oxidativo em lipidios havia sido
demonstrado em estudo sobre danos no figado de ratos com sepse (PRAUCHNER,;
PRESTES; ROCHA, 2011). DD também mostrou uma maior capacidade em diminuir
a peroxidacdo lipidica no cérebro de ratos em comparacdo com 0S outros trés
compostos de selénio em modelo in vitro (SANTOS, 2009). Alem disso,
recentemente verificou-se que o DD mostrou maior aumento da atividade da GPx
em relacdo ao ebselen em resposta a danos endoteliais mediada por peroxinitrito
(BEM et al., 2013). A propriedade anti-inflamatéria do DD também foi demonstrada
em modelo de pleurisia induzida por carragenina em ratos, através da inibicdo do

influxo de leucdcitos e de citocinas pro-inflamatoérias (LUCHESE et al., 2012). O DD
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reduz marcadamente citocinas pré-inflamatérias em plasma e restaurou marcadores
de danos cerebrais em ratos com isquemia cerebral (BRUNING et al., 2012).

Acredita-se na eficacia dos compostos de selénio pela acdo mimética a
enzima GPx. Sob determinadas condi¢cbes inflamatérias, a glutationa regula as
interacdes leucqcitos-células endoteliais na microvasculatura cerebral (WONG et al.,
2011). A funcéo antioxidante da glutationa desempenha um papel critico na protecéo
da microvasculatura cerebral contra a isquemia, preservando a perfusao
microvascular e a inibindo a expressao de MMP (WONG et al., 2008). Neste sentido,
a glutationa mitocondrial € vital na protecdo das células contra o estresse oxidativo,
pois a maioria das EROS celulares sédo geradas na mitocondria, por isso a deplecao
de glutationa mitocondrial pode levar a disfuncdo mitocondrial e apoptose
(DUKHANDE et al., 2013).

Estudos indicam que o metabolismo energético é fundamentalmente
alterado em nivel celular durante sepse (COMIM et al., 2011; PERUCHI et al., 2011).
Messaris, Memos e Chatzigianni, (2004) demonstraram apoptose neuronal aguda (6-
12 horas) mediada pela mitocondria em cérebros de ratos submetidos a sepse.
Estudos anteriores demonstraram que o funcionamento adequado da fosforilagao
oxidativa mitocondrial € comprometida durante a sepse devido a danos na
membrana mitocondrial. Os elétrons que normalmente tem um fluxo através da
cadeia transportadora sdo desviados, gerando anion superoxido. (CROUSER,
2004). Este processo pode ser bem tolerado pela célula com a atividade de enzimas
antioxidantes, porém foi demonstrado que tal atividade € comprometida durante o
processo de sepse (ANDRADES et al., 2005). Tal fato pode explicar a diminuicéo da
atividade dos diferentes complexos que encontramos em nosso estudo, visto que
com a acdo principalmente de DD agindo como um mimético da GPx poderia
reverter o dano a membrana mitocondrial e consequentemente aos complexos
estudados.

Quando a atividade de algum complexo mitocondrial € diminuida a
producdo de ATP proveniente da fosforilacdo oxidativa mitocondrial € comprometida.
Neste contexto, a creatina quinase desempenha um papel importante no
metabolismo energético produzindo ATP para complementar a baixa producdo e
garantir aos tecidos energia suficiente para que nao ocorra dano celular ou
protegendo o cérebro contra oscilagdes energéticas (LIPSKAYA, 2001). Em estudos

anteriores a atividade cerebral da creatina quinase mostrou-se alta nas primeiras
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horas (6 horas) apés a sepse, sendo que ha uma diminuicdo com o passar do tempo
(12 horas). Neste contexto, a reacdo da creatina quinase pode compensar
parcialmente a perda energética mitocondrial, ou seja, se nao for rapidamente
corrigido pelo fosforilagdo oxidativa, a consequéncia € a irreversivel morte celular
(SINGER, 2007). Encontramos em nosso estudo uma diminui¢cao da atividade da CK
em diferentes estruturas estudadas e sabe se que a CK apresenta muitos residuos
de cisteina em sua estrutura (ANDRES et al.,, 2008). Nesse sentido, grupos
sulfidrilas da enzima CK podem ser um importante alvo para oxidacdo através do
NO e outras EROs, principalmente na inibicdo da CK (WOLOSKER; PANIZZUTTI;
1996). Nesse contexto, podemos perceber que o0 estresse oxidativo pode estar
envolvido no mecanismo de inibicdo da CK (BARICHELLO et al., 2008). Verificamos,
portanto, uma reversao apenas no hipocampo para a atividade da CK em 24h com a
administracdo de DD. Sabe-se que o dano oxidativo parece ser dependente ainda
da regido do SNC estudada, sendo demonstrado mais consistentemente no
hipocampo (BARICHELLO et al., 2006).

Quando falamos de compostos organicos de selénio nos remete a ideia
da possivel toxicidade gerada por tais compostos como no estudo onde foi avaliada
a toxicidade e relacionados com a atividade pré-oxidante exibida por estes
compostos, quando utilizado em concentragdes relativamente elevadas (SANTOS et
al., 2009). Os efeitos genotdxicos do DD foram avaliados e foi observado que DD
pode induzir genotoxicidade sistémica em mamiferos, uma vez que provoca danos
no DNA em 6rgdos vitais tais como cérebro, rim e figado (ROSA et al., 2007).
Sendo que nas doses e via de administracdo aqui utilizada o DD tem se mostrado
um composto seguro (PRIGOL et al., 2009).

Finalmente, diante dos nossos resultados e evidéncias da literatura,
podemos dizer que o uso de DD de acordo com a dose utilizada no presente estudo
resultou na atenuacao do dano cerebral resultante do dano oxidativo e da alteragcéao
dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial nos animais submetidos a sepse,

resultados esses que foram superiores a utilizacao de EB.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados no presente estudo podemos
constatar que:

* O DD exerce um efeito protetor contra o dano oxidativo em lipidios e
proteinas em 12 e 24h apds os animais serem submetidos a sepse em diferentes
estruturas cerebrais sendo de um modo em geral mais efetivo que o tratamento com
EB.

* Nos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial estudados
verificamos uma diminuicdo de suas atividades nos animais submetidos a sepse nos
diferentes tempos estudados e novamente o DD pareceu exercer efeito de reverséo
desses niveis em varias estruturas cerebrais estudadas, no entanto, 0 mesmo
pareceu ndo ocorrer com EB.

* A atividade da enzima CK foi diminuida nos animais submetidos a sepse
em 12 e 24 horas para diferentes estruturas cerebrais estudadas, e apenas foi

revertido tais niveis no hipocampo e somente com a administracdo de DD.
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